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Sistema Renina-Angiotensina tisular/extracelular y sistema Renina-Angiotensina
intracrino/intracelular. Posible papel en la enfermedad de Parkinson. 
RESUMO 
O sistema Renina-Angiotensina (SRA) foi considerado clásicamente como un sistema 
circulante, aínda que actualmente se sabe que moitos tecidos teñen un SRA local. 
Demostrouse a presenza de compoñentes do SRA no sistema nigroestriatal dopaminérxico, 
implicado no desenvolvemento da enfermidade de Parkinson (EP). Ademais, a existencia 
dun SRA intracelular funcional, especialmente relacionado coa mitocondria, abre novas 
perspectivas para coñecer o seu funcionamiento.De acordo co papel fundamental que exerce 
o SRA na vulnerabilidade neuronal, encontrouse unha maior actividade deste sistema na
substancia negra de modelos animais con maior vulnerabilidade dopaminérxica, como 
menopausa ou envellecemento. A manipulación do SRA cerebral podería constituír unha 
estratexia neuroprotectora eficaz contra a vulnerabilidade dopaminérgica e a progresión da EP. 
 PALABRAS CHAVE 
Sistema Renina-Angiotensina, enfermidade de Parkinson, menopausa, envellecemento, 
dopamina, intracrino. 
RESUMEN 
El sistema Renina-Angiotensina (SRA) ha sido considerado clásicamente como un 
sistema hormonal o circulante, aunque actualmente se sabe que muchos tejidos tienen un SRA 
local. Se ha demostrado la presencia de componentes de SRA en el sistema nigroestriatal 
dopaminérgico, implicado en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson (EP). Además, la 
existencia de un SRA intracelular funcional, especialmente relacionado con la mitocondria, abre 
nuevas perspectivas para conocer su funcionamiento. Acorde con el papel fundamental que 
ejerce el SRA en la vulnerabilidad neuronal, se ha encontrado una mayor actividad de este 
sistema en la sustancia negra de modelos animales con mayor vulnerabilidad dopaminérgica, 
como menopausia o envejecimiento. La manipulación del SRA cerebral podría constituir una 
estrategia neuroprotectora eficaz contra la progresión de la EP. 
PALABRAS CLAVE 
Sistema Renina-Angiotensina, enfermedad de Parkinson, menopausia, envejecimiento, 
dopamina, intracrino. 
SUMMARY 
The Renin-Angiotensin system (RAS) was classically considered as a circulating 
system, but nowadays it is known that many tissues have a local RAS. It has been 
demonstrated the presence of RAS components in the nigrostriatal dopaminergic system, which 
is related to Parkinson´s disease (PD) development. Moreover, the existence of functional 
intracellular RAS, particularly related to mitochondria, opens up new perspectives for 
understanding its function. Consistent with a major role of RAS in dopaminergic vulnerability, 
increased RAS activity has been observed in the nigra of animal models with higher 
dopaminergic vulnerability, as menopause or aging. Manipulation of brain RAS may constitute 
an effective neuroprotective strategy against the progression of PD. 
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- DAB: diaminobenzidina  
- DAT: transportador de dopamina  
- DBS: Estimulación cerebral profunda 
- DPI: diphenyleneiodonium 
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- EO: Estrés oxidativo 
- EP: Enfermedad de Parkinson 
- FITC: fluoresceína isotionicianato  
- GADPH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
- GDNF: factor neurotrófico derivado de la glía 
- Gpe: Globo pálido externo 
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- MAO-B: Monoamino oxidasa-B 
- MasR: receptor Mas  
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1.1  ENFERMEDAD DE PARKINSON 
1.1.1 CARACTERÍSTICAS NEUROPATOLÓGICAS Y CLÍNICAS DE LA 
ENFERMEDAD DE PARKINSON 
La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad 
neurodegenerativa multisistémica que afecta a diversas vías neuronales y 
sistemas de neurotransmisores (Hodaie y col., 2007). Fue descrita por primera 
vez en 1817 por James Parkinson, un médico británico que publicó un artículo 
sobre lo que llamó "la parálisis temblorosa” donde expuso los síntomas 
principales de la enfermedad que posteriormente llevaría su nombre. 
La EP se caracteriza fundamentalmente por la degeneración selectiva y 
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars 
compacta (SNpc) y por la presencia de inclusiones proteicas citoplasmáticas 
intraneuronales conocidas como cuerpos de Lewy. Los cuerpos de Lewy son 
estructuras esféricas, eosinófilas, de 5-25 µm de diámetro, constituidas 
principalmente por depósitos de la proteína α-sinucleína, aunque se desconoce 
si causan la degeneración de la célula en la que se encuentran, o por el 
contrario, son protectoras ya que acumulan proteínas que de otra forma 
podrían ser dañinas (Jellinger, 2009). La degeneración de las neuronas 
dopaminérgicas que caracteriza la EP se produce en la SNpc, que se 
encuentra en el mesencéfalo ventral e inerva el estriado (ST) en la denominada 
Vía Nigroestriatal. Esta falta de neuronas dopaminérgicas provoca una 
disminución de los niveles de dopamina en el ST lo que causa una pérdida de 





Los ganglios basales son núcleos de localización subcortical que 
funcionalmente incluyen el ST (caudado y putamen), núcleo subtalámico (NST), 
globo pálido externo (Gpe) e interno (Gpi), el núcleo ventro-lateral del tálamo y 
la SNpc y sustancia negra pars reticulata (SNr). Estos núcleos presentan 
múltiples interconexiones anatómicas y funcionales entre ellos así como 
conexiones con el tálamo y los centros motores del tronco cerebral y el córtex,  
constituyendo una extensa red córtico-subcortical (Obeso y col., 2008; Obeso y 
Lanciego, 2011) responsable del control motor. Clásicamente se describen dos 
vías de señalización entre los ganglios basales. Por un lado está la vía directa, 
que partiendo de neuronas estriatales gabaérgicas, que expresan el péptido 
sustancia P, ejerce una acción inhibitoria sobre el GPi/SNr a través de una 
conexión monosináptica; Por otro lado está la vía indirecta, que partiendo de 
neuronas estriatales gabaérgicas que expresan encefalina, proyecta sobre el 
complejo Gpi/SNr con el Gpe y el STN como estaciones intermedias. Esta vía 
es de naturaleza polisináptica, lo que  hace que sea de transmisión más lenta. 
Más recientemente ha sido descrita la vía hiperdirecta, una potente vía 
glutamatérgica (excitatoria) con muy corta latencia ya que, sin pasar por el ST, 
conecta áreas del córtex motor con el globo pálido pasando por el NST (Nambu 
et al., 2002). 
La alteración principal resultante del déficit dopaminérgico en la vía 
nigro-estriada es la potenciación de la vía indirecta sobre la directa. Se produce 
fundamentalmente por la pérdida del efecto que la dopamina ejerce sobre los 
receptores de dopamina tipo 1 y 2 (D1 y D2) que lleva a una menor activación 
de la vía directa y una menor inhibición de la indirecta. Este desequilibrio se 
acentúa por el diferente comportamiento que tiene, en situación de déficit 
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dopaminérgico, el impulso cortical excitatorio sobre las neuronas espinosas 
medianas del ST ya que reduce su actividad sobre las de la vía directa sin 
variar su efecto sobre las de la indirecta (Mallet et al., 2006). Como resultado 
de este desajuste, se produce una hiperactividad subtalámica y del complejo 
Gpi/SNr y por tanto una inhibición tálamo-cortical que sería la causante de la 
bradicinesia. 
Los síntomas de la enfermedad aparecen cuando existe una pérdida del 
70-80% de la dopamina estriatal (Bernheimer y col., 1973) y del 50% de las 
neuronas dopaminérgicas en la SNpc (Braak y col., 2004; Samii y col., 2004). 
Los síntomas característicos de la enfermedad, por los que se diagnostica, son 
fundamentalmente motores. Se caracterizan por la aparición de una profunda 
alteración en el inicio de los movimientos, denominada acinesia, y una 
reducción en el alcance y rapidez de los mismos llamada bradiquinesia. Así 
como temblor en reposo, rigidez articular, y en estadíos más avanzados es 
característico la afectación de los reflejos posturales, que se asocia a una 
pérdida de equilibrio y frecuentes caídas. 
Además, existen otros síntomas no motores que se producen por la 
afectación de otras poblaciones y circuitos dentro del sistema nervioso, como 
ansiedad, depresión, demencia, trastornos del sueño…  (Lewis y col., 2003). 
De hecho, según los estudios de Braak y col. (Braak y col., 2004), el proceso 
degenerativo se inicia en el lóbulo olfativo y el núcleo motor dorsal del vago, a 
nivel del bulbo raquídeo, y continúa de manera ascendente por el tronco 
cerebral hasta la sustancia negra mesencefálica, momento en el cual el 
paciente empieza a mostrar los síntomas motores de la enfermedad. De esta 
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forma, la sintomatología motora se convierte en la “punta del iceberg” de todo 
el complejo sintomático que caracteriza a la EP. 
1.1.2  ETIOLOGÍA Y PATOGÉNESIS DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
No se conoce con exactitud la etiología de la EP. Datos obtenidos de 
estudios epidemiológicos muestran que aproximadamente el 90 % de los casos 
de EP son espontáneos y de aparición tardía, mientras que sólo un 10 % de los 
casos descubiertos son debidos a factores genéticos (Quian y col., 2010). 
El descubrimiento de al menos 7 genes y numerosos loci asociados a la 
EP ha identificado varias rutas implicadas en la neurodegeneración en el 
sistema nigroestriatal (Wider y Wszolek, 2008). Por ejemplo, la α-sinucleína 
tiende a agregarse en los cuerpos de Lewy, lo cual se ve favorecido por 
mutaciones en el gen que la codifica, (PARK1).  El desarrollo de la EP familiar 
también  se atribuye a la aparición de mutaciones en otros genes entre los que 
se destacan la ubiquitina carboxil-hidroxilasa-1 (UHCL-1), relacionada con el 
sistema ubiquitin-proteosoma; Otras tres mutaciones en los genes parkina 
(PARK-2), DJ-1 (PARK-7), PINK-1 (quinasa 1 p-ten-inducida) (PARK-6), están 
implicados en el metabolismo mitocondrial, y por tanto en el estrés oxidativo. Y 
por último la quinasa 2 rica en repeticiones de leucina (LRRK2), que tiene un 
dominio kinasa cuya disfunción puede producir toxicidad por un mecanismo de 
autofosforilación (PARK8) (Qian y col., 2010,  Wider y Wszolek, 2008). Por el 
contrario, en los casos en los que la EP es idiopática, afectan tanto 
predisposición genética como factores ambientales. Entre los factores 
ambientales cabe destacar toxinas como pesticidas y herbicidas, así como 
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agentes infecciosos como virus y bacterias, o metales pesados como el hierro y 
el manganeso (Dick, 2006; Singh C. y col., 2007). 
Con respecto a la patogénesis de la enfermedad, se cree que la 
neurodegeneración ocurre en respuesta a una mezcla de mecanismos 
deletéreos que tienen lugar tanto dentro de las neuronas que degeneran 
(autónomos), como fuera de ellas (no autónomos). Entre los mecanismos 
autónomos destacan el estrés oxidativo, la agregación de proteínas por 
defectos en la vías de degradación (proteosoma y autofagia), y, cobrando cada 
vez más importancia, la disfunción mitocondrial (Hirsch y col., 2013). La EP 
está ligada a una disfunción mitocondrial caracterizada por la inhibición de la 
cadena de transporte de electrones, que hace que se generen especies 
oxigenadas reactivas (ROS) y disminuyan los niveles de energía de la célula, 
provocando la muerte celular por estrés oxidativo. El hecho de que algunos de 
los genes asociados con las formas hereditarias de la enfermedad codifiquen 
para proteínas implicadas en la función mitocondrial, confirman el papel central 
de las mitocondrias en la EP (Keane y col., 2011). 
1.1.3 DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE 
PARKINSON 
En ocasiones, el diagnóstico de la EP puede ser difícil ya que 
fundamentalmente se basa en los datos clínicos obtenidos por anamnesis y 
exploración neurológica. Las exploraciones complementarias permiten valorar 
la presencia de otros síntomas no motores, que junto con una adecuada 
respuesta a la medicación antiparkinsoniana son de gran ayuda para un 
correcto diagnóstico. Varios expertos han formulado diferentes criterios 
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diagnósticos. Los más comúnmente empleados son los propuestos por la UK 
Parkinson’s Diasease Society Brain Bank (Hughes y col., 1992), aunque 
algunos criterios quedaron obsoletos, así que, en 1999, Gelb y col., 
establecieron un diagnóstico con distintos niveles de certeza (Gelb y col., 
1999). 
En el tratamiento de la EP podemos distinguir dos fases: la fase inicial, 
en la que sólo están presentes los síntomas clásicos del parkinsonismo 
(temblor, rigidez y bradicinesia), y la fase avanzada, que se caracteriza por la 
aparición de complicaciones motoras inducidas por el tratamiento, síntomas 
motores no dopaminérgicos y complicaciones neuropsiquiátricas o 
disautonómicas. 
Si bien no está claro cuál es el mejor fármaco para iniciar el tratamiento 
de los pacientes con Parkinson, sí que existe evidencia de que un tratamiento 
precoz puede modificar el curso evolutivo de la enfermedad. En general, el 
tratamiento farmacológico se inicia cuando los síntomas de la enfermedad 
provocan algún grado de discapacidad en el paciente, siendo el objetivo 
principal del mismo conseguir un alivio sintomático y prevenir o retrasar las 
complicaciones motoras. 
Existen distintos tipos de tratamientos para paliar los síntomas de la EP: 
a. Levodopa  ó L-DOPA: Es el componente clave en el tratamiento 
de la EP, ya que actúa como precursor de la dopamina. Cuando se 
administra por vía oral, rápidamente es descarboxilada y sólo una 
pequeña porción entra en el sistema nervioso central (SNC), por lo que 
se administra en combinación con un inhibidor de la descarboxilasa 
(carbidopa o benserazida), con el fin de evitar tanto la conversión 
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periférica a dopamina como los efectos secundarios que provocaría en 
monoterapia debido a la alta dosis para obtener los efectos deseados. La 
levodopa ejerce un notable efecto sobre todos los síntomas motores, 
bradicinesia, rigidez y temblor, pero tiene escasos efectos sobre los 
síntomas no motores, como la cognición, depresión, dolor, fatiga… El 
tratamiento a largo plazo está asociado a efectos adversos que limitan su 
uso. Aparecen fluctuaciones en la respuesta motora (fenómenos on-off) y 
movimientos involuntarios o discinesias entre el 30-80% de los pacientes 
tratados durante 3 años o más (Singh N. y col., 2007). 
b. Anticolinérgicos: Actúan corrigiendo el desequilibrio que existe 
entre la dopamina estriatal y la actividad de la acetilcolina. 
Recientemente su uso se ha visto limitado debido a sus efectos adversos 
y contraindicaciones (Rascol y col., 2002). 
c. Amantadina: Bloquea los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) 
del glutamato, por lo que ejerce un efecto antiglutamatérgico, y 
promueve la liberación, previene la recaptación y de desempeña una 
función importante en la síntesis de la dopamina (Singh N. y col., 2007). 
d. Inhibidores de la monoamino oxidasa-B (MAO-B): inhiben de 
forma irreversible la acción de la MAO-B, cuya función es metabolizar la 
dopamina, proporcionando así una mayor disponibilidad de ésta a nivel 
sináptico. 
e. Inhibidores de la catecol-O-metiltransferasa (COMT): Reducen el 
metabolismo periférico de la levodopa, extendiendo su vida media 
plasmática, y prolongando la acción de cada dosis de levodopa, por lo 
que deben ser administrados asociados a ésta. (Schapira y col., 2008). 
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f. Agonistas dopaminérgicos: Poseen un efecto activador de los 
receptores dopaminérgicos estriatales de la familia D2. Pueden ser 
utilizados en monoterapia para retrasar la necesidad de levodopa, o en 
combinación con levodopa para aumentar su efectividad (Singh N. y col., 
2007). 
En pacientes ya muy avanzados, que no responden al tratamiento 
farmacológico, se plantea como opción terapéutica el tratamiento quirúrgico. 
La cirugía funcional estereotáxica ha sufrido un resurgimiento debido al mayor 
entendimiento de la fisiología de los ganglios basales y al avance en técnicas 
que permiten la visualización de las distintas estructuras (Garbayo y col., 2006). 
Se llevan a cabo dos tipos de procedimientos: 
- Procedimientos de lesión: palidotomía y talamotomía 
Se basan en la observación de que la ablación quirúrgica del globo pálido y 
el tálamo provocan una mejoría en los síntomas motores de la enfermedad. 
- Procedimientos de estimulación (DBS: estimulación cerebral profunda) 
Se utiliza un electrodo que es implantado estereotáxicamente en el núcleo 
elegido para su estimulación eléctrica, actuando de forma similar que las 
ablaciones, pero con las ventajas de ser más seguro y reversible (Singh N. 
y col., 2007). La inhibición con la estimulación a alta frecuencia de los 
núcleos hiperactivos en la EP, sobre todo el NST y Gpi, produce una mejora 
de los síntomas motores y una reducción de las complicaciones del 
tratamiento con L-DOPA (Vitek, 2008). 
Aunque las terapias sintomáticas son muy útiles en las primeras etapas de 
la EP la calidad de vida de los pacientes va empeorando a medida que avanza 
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la enfermedad y que aparecen las complicaciones propias de la medicación a 
largo plazo, por ello se está haciendo un gran esfuerzo en la búsqueda de 
fármacos neuroprotectores que retrasen o detengan la aparición y progresión 
de la enfermedad, lo que se denomina terapia preventiva o neuroprotectora. 
Actualmente han sido identificadas muchas moléculas con ciertas propiedades 
neuroprotectoras que suelen actuar contra los mecanismos patogénicos de la 
enfermedad, este es el caso de las vitaminas A, C, y E, que disminuyen los 
niveles de peroxidación lipídica (Fahn, 1992). Otras moléculas con propiedades 
antioxidantes son: Melatonina (Acuña-Castroviejo y col., 1997), Rasagilina 
(inhibidor de la MAO-B), Selenio (Schweizer y col., 2004) y nicotina (Belluardo y 
col., 2000; Maggio y col., 1998), entre otros. 
Otra de las estrategias neuroprotectoras se basa en la búsqueda de 
agentes antiinflamatorios como es el caso de los inhibidores de la citocromo 
oxidasa (COX) o ciertos antiinflamatorios no esteroideos (Mohanakumar y col., 
2000; Teismann y Ferger, 2001). Se ha probado el uso de varios quelantes de 
hierro como una estrategia terapeútica para reducir la agregación de la proteína 
α-sinucleína interfiriendo en la reactividad del hierro con la misma, o bien 
reduciendo el contenido de hierro en la SN (Zhang y col., 2005). Como 
moléculas relacionadas con la disfunción mitocondrial que tiene lugar en la EP, 
hay que destacar la aparición de la coenzima Q10 como agente neuroprotector. 
La coenzima Q10 es un componente de la cadena respiratoria mitocondrial 
implicado en la generación de ATP, además de tener propiedades 
antioxidantes (Bonuccelli y Del Dotto, 2006). 
Los factores neurotróficos consiguen un mantenimiento integral del tejido 
nervioso, sostienen una conectividad adecuada, además de regular la 
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proliferación, supervivencia, migración y diferenciación de todos los tipos 
celulares del SN. Por todo esto, aparecieron como los candidatos ideales para 
el desarrollo de terapias neuroprotectoras, siendo el factor neurotrófico 
derivado de la glía (GDNF) el más apropiado para la EP, ya que es el factor 
neurotrófico dopaminérgico más potente (Alexi y col., 2000). 
Por último, una de las aproximaciones terapéuticas que genera grandes 
expectativas es el caso de la Terapia celular, basada en la idea de reemplazar 
la pérdida de inervación del ST de las neuronas dopaminérgicas de la 
sustancia negra. La terapia celular ha tenido una historia variable durante los 
últimos 30 años. Numerosas fuentes celulares tipo dopaminérgicas han sido 
utilizadas en estudios experimentales con modelos animales, así como en 
pacientes de EP. Según el origen y naturaleza de las células utilizadas se 
dividen en varios grupos: Autoimplantes, Aloimplantes, Xenoimplantes y  
Células Madre (Wijeyekoon y Barker, 2009). 
 Los autoimplantes, a partir de tejido del propio individuo, tienen la 
ventaja de evitar problemas éticos e inmunológicos. Entre los más destacados 
se encuentran autoimplantes de células del cuerpo carotídeo, que se sabe que 
son quimiosensibles y secretan dopamina (Espejo y col., 1998). Además, 
también se ha ensayado tejido de médula adrenal, que secreta dopamina entre 
otras catecolaminas (Freed y col., 1986; Morihisa y col., 1987), y neuronas de 
los ganglios simpáticos, que expresan proteínas involucradas en la producción 
y transporte de la dopamina (Nakao y col., 2001). Estos autoimplantes llevan 
consigo una gran morbilidad debido a las técnicas invasivas utilizadas para 




Los aloimplantes, de tejido de otro individuo, donde destaca los 
estudios animales y clínicos realizados con células fetales del mesencéfalo 
ventral. Los primeros éxitos en estudios animales de trasplantes de células 
fetales del mesencéfalo ventral se describieron por los años 80, donde se 
encontró una recuperación funcional basada en pruebas motoras y una 
supervivencia del implante, aunque dependía de la localización estriatal del 
mismo (Bjorklund y col., 1979; Perlow y col., 1979). Estos resultados se 
extendieron a primates no humanos y a trasplantes de células humanas en 
modelos animales (Annett y col., 1990; Brundin y col., 1986). Desde entonces 
se ha llevado a cabo estudios clínicos con resultados muy variables, pero que 
han demostrado la eficacia de las neuronas implantadas en reinervar el ST, 
liberar dopamina e inducir mejoras sintomáticas. A pesar de estos avances, la 
terapia celular todavía está en una fase en desarrollo y necesita mejorar 
algunos aspectos para poder ser considerado una alternativa a los tratamientos 
que se utilizan hoy en día (Lindvall y Bjorklund, 2004). 
Los xenoimplantes son aquellos en los que se trasplantan células o 
tejidos entre especies. Destacan los implantes de células de mesencéfalo 
ventral porcinas, por la similitud de tamaño de cerebro y facilidad de 
modificación genética, aunque contienen riesgos de transmisión de retrovirus 
endógenos al paciente y de rechazo de los implantes. 
Por último, las células madre siguen siendo las primeras candidatas 
para terapias celulares en un amplio rango de enfermedades, incluida la EP, 
debido a su capacidad proliferativa y su fácil manipulación in vitro. Varios tipos 
de células madre han sido investigadas para esta finalidad, entre ellas las 
células madre embrionarias, células precursoras neurales, células madre 
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mesenquimales y más recientemente las células madre pluripotentes inducidas 
o iPS. Se han cultivado y trasplantado células madre embrionarias de ratón
directamente en el ST, produciéndose alguna diferenciación dopaminérgica y 
dando lugar a una recuperación funcional evidente, pero también se ha descrito 
la formación de teratomas de las células que no se han diferenciado en gran 
número de animales (Bjorklund y col., 2002). Las células madre embrionarias 
humanas tienen limitaciones similares, dando lugar a tan sólo un 1% de 
neuronas Tiroxina hidroxilasa (TH) positivas in vitro y con una recuperación 
funcional muy limitada, sólo en aquellos animales trasplantados donde la 
supervivencia de las neuronas TH positivas era muy elevada (Roy y col., 2006). 
Sin embargo, aparte de la investigación para mejorar la diferenciación de estas 
células, el futuro de las células madre como fuente de reemplazamiento celular 
en la terapia para la EP depende de poder evitar los efectos adversos como la 
formación de tumores y el rechazo inmunológico, así como las limitaciones 
prácticas y éticas para su obtención. Lo mismo ocurre con las células 
precursoras neurales como fuente celular para trasplantes. La diferencia 
fundamental radica en que no ha sido descrita la presencia de tumores en los 
trasplantes de estas células, aunque comparten las complicaciones de escasa 
diferenciación y problemas éticos. 
Con respecto al trasplante autólogo de células madre, destacan las 
células madre mesenquimales, obtenidas de la médula ósea en adultos y 
también en sangre periférica, lo que las hace ser una fuente de células madre 
muy accesible. También se han estudiado las células madre del cuerpo 
carotídeo de animales adultos que se activan en condiciones de hipoxia y se 
dividen dando lugar a nuevas neuronas tipo dopaminérgicas (Pardal y col., 
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2007). Y finalmente, las células madre pluripotente inducidas, o iPS, son 
células derivadas de células adultas somáticas que han sido reprogramadas 
para formar células pluripotentes similares a las células madre embrionarias. A 
pesar de su gran potencial en terapia celular, puesto que carecen de los 
problemas éticos y prácticos propios de las células madre embrionarias, existen 
varios factores que necesitan ser resueltos antes de considerar su uso clínico, 
como mejorar la eficiencia y calidad de los procesos de inducción y 
diferenciación, así como reducir la formación de tumores asociado a los 
trasplantes con iPS (Wijeyekoon y Barker, 2009). 
La terapia celular como tratamiento para la EP es uno de los temas 
principales de investigación en nuestro laboratorio, donde recientemente se ha 
demostrado un aumento de la supervivencia del injerto cuando se trasplantan 
simultáneamente células precursoras de neuronas dopaminérgicas y células 
del cuerpo carotídeo, ya que estas últimas aportan factores, como GDNF, que 
favorecen la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas implantadas 
(Rodríguez-Pallares y col., 2012a). 
1.1.4  MODELOS ANIMALES DE LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
Los modelos animales constituyen una herramienta fundamental para el 
estudio de los mecanismos patogénicos y el desarrollo de estrategias 
terapéuticas de las enfermedades humanas. La EP fue la primera enfermedad 
neurológica en la que se desarrolló un modelo, y por tanto, en ser tratada con 
una terapia de reemplazamiento con neurotransmisores. 
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Los modelos animales de EP se dividen clásicamente en dos grupos: 
aquellos en los que se usan toxinas ambientales o sintéticas para bloquear o 
destruir la vía nigroestriatal dopaminérgica, mimetizando así la deficiencia de 
dopamina estriatal observada en los pacientes de EP, y los modelos genéticos, 
basados en mutaciones relacionadas con la enfermedad (Betarbet y col., 2002; 
Blesa y col., 2012). 
MODELOS NEUROTÓXICOS Y PESTICIDAS 
- MODELO 6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA) 
Es el modelo animal de EP clásico y actualmente el más utilizado. Ungerstedt 
fue el primero en utilizar esta neurotoxina para lesionar la vía dopaminérgica 
nigroestraital en rata hace aproximadamente 50 años (Ungerstedt y col., 1968), 
y continúa siendo usada hoy en día para estudios tanto in vitro como in vivo. 
Aunque la estructura de la 6-OHDA es similar a la de la dopamina, la 
presencia de un grupo hidroxilo adicional la convierte en tóxica para las 
neuronas dopaminérgicas. Debido a que este compuesto no cruza la barrera 
hematoencefálica, para actuar sobre la vía nigroestriatal, debe ser inyectado 
estereotáxicamente en la SN, en el tracto nigroestriatal, o en el ST (Przedborski  
y col., 1995). Normalmente, la 6-OHDA es inyectada en un hemisferio, mientras 
que el otro sirve de control interno; Este tipo de inyección unilateral da lugar a 
un comportamiento motor asimétrico circular después de la administración de 
fármacos dopaminérgicos debido al desequilibrio fisiológico entre el ST sano y 




La inyección de 6-OHDA en SNpc o en fascículo prosencefálico medial de 
roedores elimina aproximadamente el 60% de las neuronas que contienen TH 
en esta área, seguido por la pérdida de terminales TH positivos en el ST. La 
magnitud de la lesión depende de la cantidad de 6-OHDA inyectada, el sitio de 
inyección, y las diferencias en sensibilidad entre especies animales. Cuando se 
inyecta en el ST, la 6-OHDA produce una neurodegeneración más lenta y 
retrógrada en el sistema nigroestriatal durante semanas. 
Se han descrito lesiones de 6-OHDA en ratones, gatos, perros y monos, 
pero el modelo animal más utilizado es en ratas debido a su bajo coste de 
mantenimiento y a que las técnicas estereotáxicas están bien establecidas. 
MODELO MPTP 
La toxina 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) fue descubierta 
accidentalmente en 1982 debido a un proceso de síntesis defectuoso, de forma 
que jóvenes drogadictos desarrollaban un síndrome parkinsoniano después de 
la inyección intravenosa de este compuesto. 
La toxina MPTP es muy lipofílica, y atraviesa la barrera hematoencefálica; 
Una vez en el cerebro, entra en los astrocitos, donde es metabolizada 
convirtiéndose en 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+), su metabolito activo, por el 
enzima MAO-B. Cuando se libera al espacio extracelular, es introducida al 
interior de las neuronas dopaminérgicas por el transportador de dopamina 
(DAT) y puede ser almacenada en vesículas vía el transportador de 
monoamina vesicular (VMAT2). Una vez dentro de la neurona el MPP+ es 
capaz de inhibir el complejo I de la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial, dando lugar a un aumento de producción de ROS, así como una 
disminución en la producción de ATP. Este mecanismo de acción, junto con los 
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datos obtenidos en pacientes de EP que muestran una reducción sistemática 
de la actividad del complejo I, sugieren que la disfunción mitocondrial juega un 
papel importante en el desarrollo y/o progresión de la EP, (Bindoff y col., 1989). 
Se ha demostrado que el MPTP es un modelo clave para la investigación de la 
EP ya que es capaz de reproducir la mayor parte de las características de la 
misma. Presenta la ventaja de que el MPP+ sólo actúa en células que 
expresan el transportador de dopamina, por lo que su acción se limita a las 
neuronas dopaminérgicas. 
La toxina MPTP se usa principalmente en primates y ratones, aunque 
también se ha descrito en otras especies como perros y gatos. Las ratas son 
resistentes al MPTP debido a que la mayor parte es convertido en su 
metabolito MPP+ en el endotelio cerebral, que, como es un compuesto polar, 
apenas atraviesa la barrera hematoencefálica llegando muy poca cantidad al 
cerebro. Además, distintas cepas de ratón muestran distinta sensibilidad a la 
toxina (Zigmond y col., 1989). 
MODELOS DE PESTICIDAS/HERBICIDAS 
- MODELO PARAQUAT 
Diversos estudios epidemiológicos sugieren que el uso de pesticidas 
aumenta el riesgo de padecer EP, pero en el caso de paraquat (N,N’-
dimethyl-4-4-4’-bypiridinium) sólo se han encontrado 95 casos de EP 
asociada a su toxicidad en humanos (Berry y col., 2010). Sin embargo, el 
uso de paraquat como modelo de EP surge en base a su similitud 
estructural con el MPP+, y se cree que su mecanismo de acción y su 
toxicidad está relacionado con la inhibición mitocondrial y con el aumento 
del estrés oxidativo. Cuando se inyecta sistémicamente en ratones, causa 
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muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SN y de la inervación 
dopaminérgica estriatal, de manera dosis-dependiente, ya que atraviesa la 
barrera hematoencefálica. En un estudio reciente, se demostró que el 
Paraquat, en altas dosis, utiliza el DAT, siendo tóxico selectivamente para 
las neuronas dopaminérgicas en la SN (Rappold y col., 2011). 
- MODELO ROTENONA 
La rotenona es un potente inhibidor del complejo I de la cadena 
transportadora de electrones mitocondrial. Comúnmente se utiliza como un 
insecticida y pesticida, pero no se ha documentado ningún caso de EP inducido 
por rotenona en humanos. La exposición crónica a bajas dosis de rotenona 
resulta en una inhibición uniforme del complejo I mitocondrial en el cerebro de 
rata, ya que este compuesto cruza fácilmente la barrera hematoencefálica, 
pero, a diferencia del MPTP, la rotenona no depende del transportador de 
dopamina para su toxicidad. A pesar de inhibir el complejo I de forma uniforme 
en los distintos tipos celulares, la rotenona causa una degeneración selectiva 
de la ruta dopaminérgica nigroestriatal con daño oxidativo en el ST y formación 
de inclusiones de ubiquitina y α-sinucleína en las células de la SN similares a 
cuerpos de Lewy. 
-      MODELO RESERPINA 
La administración sistémica de reserpina en roedores elimina la dopamina 
de los terminales nerviosos y les induce un estado hipocinético, que es el 
resultado de la pérdida de la capacidad de almacenamiento de dopamina en 
las vesículas intracelulares (Hornykiewicz, 1966). La administración de L-DOPA 
alivia este estado hipocinético, indicando que los efectos de esta recuperación 
son dependientes de dopamina. El descubrimiento de estos hechos llevaron a 
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la hipótesis principal de que los síntomas motores de la EP se debían a la 
eliminación de la dopamina estriatal (Bernheimer y col., 1973). La gran 
desventaja de este modelo es que los cambios que se inducen son temporales, 
y que no se producen cambios en las neuronas dopaminérgicas de la SN. 
- MODELO 3-NITROTIROXINA 
Existen evidencias que implican la formación de peroxinitritos (ONOO-) en 
la patogénesis de la EP. Los peroxinitritos son oxidantes altamente reactivos 
que se forman por la reacción del oxido nítrico (NO) con el anión superóxido 
(O2
.-). Cuando las proteínas reaccionan con peroxinitritos, se producen
modificaciones en sus residuos de tiroxina, 3-nitrotiroxinas (3-NT), y la α-
sinucleína modificada es más propensa a agregarse que la no modificada 
(Beckman, 1996; Giasson y col., 2000). Además, los cerebros de pacientes con 
EP muestran niveles elevados de 3-NT, lo cual sugiere que juegan un papel 
relevante en el desarrollo de la enfermedad (Good y col., 1998). 
Este modelo animal fue desarrollado para un mayor entendimiento del papel 
del estrés oxidativo en la patogénesis de la EP. La inyección de 3-NT en el ST 
de ratones resultó en una pérdida de terminales dopaminérgicos acompañado 
de una disminución de las neuronas dopaminérgicas en la SN y deficiencias 
motoras (Mihm y col., 2001). 
MODELOS GENÉTICOS 
La mayor parte de los casos de EP son esporádicos, siendo sólo un 
pequeño porcentaje, alrededor de un 10%, de origen genético. Estos casos 
normalmente se caracterizan por una aparición temprana de la enfermedad. 
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El interés en el estudio de las mutaciones genéticas que causan la EP 
radica en las similitudes clínicas observadas entre los casos de EP familiar y 
esporádica lo que hace pensar que ambos tipos comparten un mecanismo 
común. El estudio de los genes afectados nos permitirá identificar las rutas 
metabólicas y bioquímicas involucradas en la patogénesis de la enfermedad. 
Tal y como se ha comentado anteriormente, se han asociado 
mutaciones en distintos genes con la forma familiar de la EP, tales como α-
sinucleína y LRRK2 en una forma autosómica dominante de EP, o 






1.2  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 
1.2.1  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA: GENERALIDADES 
El sistema renina-angiotensina (SRA) es un sistema complejo formado 
por una cascada hormonal coordinada que juega un papel esencial en la 
homeostasis cardiovascular, renal y adrenal. La función clásica de este sistema 
es la regulación de la presión sanguínea y la homeostasis de fluidos (Braun-
Menéndez y col., 1940). Reconocido durante décadas, el SRA clásico es el 
SRA circulante o endocrino, donde la renina es secretada por las células 
yuxtaglomerulares de la arteria aferente renal, entra en la circulación y corta su 
substrato, el angiotensinógeno (AGT), para formar el decapéptido angiotensina 
I (AI) el cual es biológicamente inactivo hasta que es convertido en 
angiotensina II (AII) por la enzima convertidora de angiotensina (ECA) del 
plasma. La AII se une a sus receptores en los distintos tejidos para inducir sus 
acciones biológicas. 
Durante los últimos años, se ha ido ampliando el conocimiento de este 
sistema con el descubrimiento de nuevos componentes, por ejemplo, nuevos 
péptidos biológicamente activos, como la angiotensina (1-7) o la angiotensina 
(1-12), nuevas enzimas, como la aminopeptidasa A y N, o la enzima 
convertidora de angiotensina 2 (ECA-2), y nuevos receptores como es el caso 
del receptor Mas (MasR), o el receptor de (pro)renina (PRR), además de 
nuevas funciones de los componentes clásicos e interacciones entre receptores 
(Carey, 2005). Pero uno de los mayores descubrimientos ha sido la certeza de 
que el SRA no sólo funciona como un sistema endocrino, sino que puede 
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actuar como un sistema local independiente en diferentes tejidos, lo que 
denominamos SRA tisular, paracrino o autocrino, que no requiere la secreción 
de hormonas a la circulación. 
Aunque la existencia de estos SRA tisulares ha sido difícil de probar 
debido a la necesidad de eliminar la exposición de AII de la circulación, en la 
actualidad, se sabe que existen SRA locales en diversos tejidos como el riñón, 
corazón, cerebro, vasos sanguíneos, páncreas, glándula adrenal y tejido 
adiposo. Los SRA locales ejercen distintas funciones en cada uno de los 
tejidos, y pueden operar de manera independiente, como en el caso de las 
glándulas adrenales o el cerebro, o interaccionando con el SRA periférico como 
ocurre en el riñón o el corazón. 
La evidencia de un SRA cerebral independiente existe desde los años 
60, pero este sistema se ha debatido durante años debido a la baja expresión 
de renina en el cerebro. Las primeras evidencias provenían de estudios en los 
que la inyección de AII en la circulación general provocaba efectos en el 
sistema nervioso central, lo que indicaba la presencia de receptores para este 
péptido en el cerebro (Buckley, 1988). Los receptores que respondían a la AII 
fueron inicialmente localizados en los órganos circunventriculares, fuera de la 
barrera hematoencefálica (Van Houten y col., 1980). Hoy en día se han 
identificado en el cerebro casi todos los componentes del SRA clásico, y se ha 
demostrado la función del SRA cerebral como regulador de la homeostasis de 
fluidos y energía (Wright y Harding, 2011). 
El concepto más novedoso del SRA viene determinado por el 
descubrimiento de que las células son capaces de sintetizar AII en su interior, 





que da lugar a determinados cambios celulares sin necesidad de salir de la 




1.2.2  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA: COMPONENTES 
El SRA es un sistema complejo formado por varios componentes que 
interaccionan entre sí, según el esquema de la figura 1. 
FIGURA 1: ESQUEMA DE LOS COMPONENTES DEL SRA. La Angiotensina II 
(AII) se produce por la acción de las enzimas renina (Renin) y enzima convertidora de 
angiotensina (ACE), y actúa a través de los receptores principales de AII, AT1 y AT2. 
Existen varios subproductos que se producen por cortes proteolíticos de la AII, los 
denominados angiotensina (1-7), AIII y AIV. Estos péptidos derivados de AII actúan a 
través de nuevos receptores identificados como receptor Mas (MasR) para la 
angiotensina (1-7), y receptor AT4 (AT4R o IRAP) para la AIV, aunque también actúan a 
través de AT2. La AIII actúa a través de los receptores de AII clásicos, AT1 y AT2. La 
angiotensina (1-7) se forma gracias a la acción de una nueva isoforma de la enzima 
convertidora de angiotensina, la ACE2. El receptor de (pro)renina [(P)RR] une tanto 
renina como su precursor (pro)renina, activando al precursor y aumentando la actividad 
catalítica de la renina. ATRAP/ ARAP son proteinas asociadas al receptor AT1, 
involucradas en procesos de internalización y reciclaje del receptor.  TBP50/ ATIP son 
proteinas de unión/interacción al receptor AT2, involucradas en el tráfico del receptor a 
la membrana plasmática.  PLZF: factor de transcripción promielocítico de dedos de Zinc, 
involucrado en la señalización intracelular de los receptores AT2 y (P)RR (modificado de 







BIOSÍNTESIS DE AII: ENZIMAS IMPLICADOS 
La AII (1-8) es un octapéptido al que se le atribuyen prácticamente todas 
las funciones del SRA. Se sintetiza por la acción de la ECA sobre la AI (1-10), 
un decapéptido que se obtiene tras la acción de la renina sobre el AGT y que 
aparentemente no posee actividad biológica. 
Posteriormente, la AII es convertida en angiotensina III (2-8) (AIII) por la 
aminopeptidasa A, y ésta a su vez es metabolizada por la aminopetidasa B ó N 
para dar lugar a la angiotensina IV (3-8) (AIV). 
De la misma forma, la AI puede ser degradada por la ECA-2 dando lugar 
a la inactiva angiotensina 1-9, que puede ser convertida al péptido activo 
angiotensina (1-7) por la ECA de nuevo. ECA-2 puede también metabolizar 
directamente AII para formar angiotensina (1-7), y esta reacción ocurre de 
manera más rápida que la formación de angiotensina (1-9) a partir de la AI 
(Rice y col., 2004). Todo esto indica que la ECA-2 podría actuar regulando la 
actividad de ECA, disminuyendo los niveles de AII e incrementando la 
formación de angiotensina (1-7) simultáneamente. 
RECEPTORES DE AII 
Basándose en las distintas afinidades por varios ligandos naturales y 
sintéticos, se identificaron y clonaron dos subtipos principales de receptores de 
angiotensina, el receptor de angiotensina tipo 1 y 2 (AT1 y el AT2) (De Gasparo 
y col., 2000). 
Ambos poseen una afinidad similar por la AII, pero distinta afinidad por 
compuestos como losartán y candesartán (alrededor de 10.000 veces más por 
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AT1 que por AT2), o por compuestos de la familia de PD123177 y PD1223319 
(cerca de 3.500 veces mayor afinidad por AT2 que por AT1). Ambos receptores 
pertenecen a la superfamilia de receptores de siete dominios transmembrana 
unidos a proteína G, pero solamente comparten un 32-34% de homología entre 
ellos (Clauser y col., 1996). 
La mayoría de las acciones biológicas de la AII son mediadas por el 
AT1. Al igual que otros receptores acoplados a proteína G, los AT1 se 
internalizan después de la estimulación con el agonista (De Gasparo y col., 
2000; Sasamura y col., 1997). En roedores existen dos subtipos de receptores 
AT1, el AT1a y el AT1b, que están localizados y regulados selectivamente. 
Ambos subtipos tienen afinidad similar por la AII y por los antagonistas 
selectivos de AT1, y tienen una homología del 96% en su secuencia de 
aminoácidos, pero sus genes están codificados en cromosomas distintos. En el 
cerebro, la mayoría de los receptores AT1 pertenecen al subtipo AT1a. 
Los receptores AT1 y AT2 presentan, en todas las especies de 
mamíferos estudiadas, un patrón de distribución similar aunque no idéntico. 
Mientras que AT1 predomina en animales adultos, AT2 se encuentra 
fuertemente expresado en tejido fetal, y sus niveles disminuyen rápidamente 
después del nacimiento. Es por ello que clásicamente se creía que AT2 estaba 
involucrado principalmente en crecimiento celular y diferenciación. Estudios 
recientes han observado que los receptores AT2 se expresan en baja densidad 
en muchos de los tejidos adultos, sin embargo se incrementa su expresión en 
estados patológicos. Actualmente se cree que los receptores AT2 pueden 
ejercer una acción opuesta en los efectos de la AII mediada por AT1, en 
crecimiento celular, regulación de la presión sanguínea, reactividad vascular y 
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homeostasis de fluidos, suprimiendo el crecimiento celular y tisular, induciendo 
diferenciación neuronal y favoreciendo la apoptosis (Gallinat y col., 2000; 
Saavedra, 2005). 
OTROS RECEPTORES Y SUS LIGANDOS 
Uno de los factores emergentes del SRA es la existencia de pequeños 
fragmentos derivados de AII como la angiotensina (1-7), AIII, y la AIV, que 
inicialmente se consideraban productos inactivos de la AII, pero que 
actualmente están reconocidos como componentes activos del SRA, algunos 
con su propia función biológica. 
La angiotensina (1-7) puede formarse directamente a partir de la AI vía 
endopeptidasas neutras (ECA, Neprilisina…), o bien a través de la ECA-2 que 
corta el extremo C-terminal de la AII. El mecanismo de acción de la 
angiotensina (1-7) no está muy claro, ya que puede mediar múltiples efectos a 
través de varios receptores de angiotensina, como AT1 y AT2. Recientemente 
se ha postulado que la angiotensina (1-7) es el ligando endógeno del MasR, 
receptor de membrana unido a proteína G y codificado por el protooncogen 
Mas; Esta hipótesis se basa principalmente en el hecho de que las acciones 
cardiovasculares de angiotensina (1-7) se suprimen en ratones que carecen de 
MasR (Santos y col., 2003), aunque también existen evidencias de que puede 
actuar independientemente de MasR (Walters y col., 2005). En algunos tipos 
celulares, se ha postulado que el efecto de la angiotensina (1-7) a través del 
MasR contrarregula o regula a la baja los efectos de la estimulación de AII vía 
AT1 (Clark y col., 2001; Kostenis y col., 2005). 
La AIII se forma directamente a partir de la AII por la acción de la 
aminopeptidasa A, y es considerada como un análogo menos potente de la AII, 
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que ejerce efectos similares mediados por el receptor AT1 (De Gasparo y col., 
2000), y el receptor AT2 (Walters y col., 2005). 
La AIV se forma por el corte de la AIII por la aminopeptidasa B ó N. 
Existen evidencias de la existencia de un receptor de membrana que reconoce 
AIV, pero que difiere de los principales receptores de angiotensina ya que no 
reconoce ni losartán, ni PD123319, y al que se denominó AT4 (Swanson y col., 
1992; Wright y col., 1995). Este receptor fue purificado a partir de las 
membranas de glándulas adrenales bovinas, e identificado inicialmente como 
una aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP). Se ha propuesto que los 
ligandos de AT4 actúan inhibiendo su actividad catalítica, y por tanto 
reduciendo el corte de sustratos como la bradikinina o la vasopresina, 
prolongando de esta forma su actividad biológica (Lew y col., 2003). No se 
conoce con exactitud cómo interacciona AIV con el receptor AT4 / IRAP, pero 
se cree que la AIV podría estar usando un mecanismo alostérico para modular 
la actividad de AT4 / IRAP. 
Finalmente, en 2002 Nguyen y col. clonaron un receptor transmembrana 
que une tanto renina como su precursor, prorenina, que denominaron Receptor 
de (pro)renina (PRR) (Nguyen y col., 2002). El PRR une ambas moléculas con 
una afinidad de rango nanomolar, aunque con mayor afinidad por la prorenina. 
El gen que codifica para el PRR se encuentra en el cromosoma X y se 
denomina ATP6ap2, ya que también codifica para una ATPasa vacuolar. 
La unión de la renina y prorenina al PRR tiene 3 consecuencias (Nguyen 
y Contrepas, 2008a y b): 1) La unión de la renina aumenta hasta 5 veces su 
actividad catalítica. 2) La prorenina se activa completamente por un cambio 





del sustrato al receptor provoca la activación de señales intracelulares, vía 
diferentes MAP quinasas (Mitogen-activated protein kinases) dependendiendo 
del tipo celular, como por ejemplo, la MAP kinasa p38 en cardiomiocitos de 
rata, o la fosforilación de las MAP kinasas ERK1/2 (Extracellular Regulated 
Kinases) en células mesangiales en cultivo. Estos efectos se observaron en 
presencia de antagonistas de AT1 y AT2, lo que indica que son independientes 
de la generación de AII. Además, en 2006, Schefe y col., identificaron una 
interacción directa del dominio C-terminal del PRR con el factor de 
transcripción promielocítico de dedos de Zinc (PLZF) (Schefe y col., 2006). 
Cuando se activa el PRR, PLZF se transloca al núcleo y reprime la 
transcripción del propio receptor, creando un bucle de retroalimentación 
negativo. Es decir, que cuando aumentan los niveles de renina, como ocurriría 
en el caso de un bloqueo del SRA, se va a suprimir la expresión del PRR para 
prevenir una activación excesiva del receptor. Por el momento se desconoce si 
el aumento de los niveles de prorenina ejercería el mismo efecto. 
 
1.2.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA Y ENFERMEDAD DE PARKINSON 
Existen cada vez más evidencias que relacionan al SRA con diversos 
desórdenes neurológicos tales como la isquemia, enfermedad de Alzheimer o 
depresión (Phillips y Oliveira, 2008), destacando como tema principal de esta 
tesis la EP. 
Se han dedicado muchos esfuerzos a determinar las causas de la 
muerte de las neuronas DA en la SNc que ocurre en la EP, y se sabe que 
procesos como el estrés oxidativo, la inflamación, la disfunción mitocondrial o la 
excitotoxicidad son sucesos clave en la patogénesis y progresión de este 
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desorden neurodegenerativo. Varios estudios, algunos realizados en nuestro 
laboratorio, han demostrado que la AII y sus receptores juegan un papel muy 
importante en funciones estriatales y dopaminérgicas (Banks y col., 1994; 
Jenkins y col., 1997; Rey y col., 2007; Rodríguez-Pallares y col., 2004). 
La AII, vía AT1, es uno de los compuestos proinflamatorios más 
importantes, produce ROS, activando el complejo NADPH oxidasa, principal 
productor de ROS intracelular, después de la mitocondria (revisado en 
Labandeira-Garcia y col., 2012). 
Por otra parte la inyección intraestriatal de 6-OHDA provoca un estado 
oxidativo e inflamatorio mediante la activación de la microglía y del complejo 
NADPH oxidasa (Rodríguez-Pallares y col., 2007; Sanchez-Iglesias y col., 
2007). Lo mismo ocurre en modelos animales de EP provocados por las 
neurotoxinas MPTP o rotenona. Este estado oxidativo e inflamatorio esta 
mediado, al menos en parte, por AII, como demuestra el tratamiento con 
candesartán (un antagonista de AT1) que inhibe la activación de la microglía y 
del complejo NADPH oxidasa frenando la degeneración DA (Rodríguez-
Pallares y col 2008). Por otra parte el bloqueo del receptor AT1 con ZD 7155 en 
un modelo de rata lesionada con 6-OHDA, redujo la peroxidación lipídica y la 
oxidación de proteínas en ST y mesencéfalo ventral, resultando en una 
neuroprotección en la SNc. Resultados comparables se obtuvieron con 
apocinina, un inhibidor del complejo NADPH oxidasa, sugiriendo que la 
neuroprotección del antagonista de AT1 se basa en la reducción de la actividad 
NADPH oxidasa (Joglar et al 2009; Rey y col., 2007). De este modo la 
manipulación del SRA podría frenar la progresión de la EP y constituir una 
estrategia neuroprotectora efectiva frente a la degeneración dopaminérgica. 
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Otra evidencia de la relación del SRA con la EP fue el descubrimiento en 
el año 2002 de una asociación entre polimorfismos genéticos del gen ECA y la 
EP en Taiwan (Lin y col., 2002), aunque no se encontró esa correlación en 
otras poblaciones estudiadas de Australia e Italia (Mellick y col., 1999; Pascale 
y col., 2009). Por otra parte, se encontró un incremento de la actividad ECA en 
el fluido cerebroespinal de pacientes con EP (Konings y col., 1994), mientras 
que el tratamiento crónico con el inhibidor de ECA perindopril producía un 
aumento del contenido de dopamina en ST de rata (Jenkins y col., 1997), y 
disminuía la degeneración dopaminérgica (López-Real y col., 2005; Muñoz y 
col., 2006). Además, la acción enzimática de ECA no está limitada al 
procesamiento de AI, estando involucrada en el metabolismo de la bradikinina, 
una sustancia asociada a la inflamación que está muy presente en la EP, y de 
la sustancia P, la cual se encuentra muy reducida en determinadas 
enfermedades neurodegenerativas como la EP (Mertens y col., 2010). 
1.2.4  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA INTRACRINO/INTRACELULAR 
El primer indicio de la presencia del SRA intracelular se remonta a los 
años 70, cuando Robertson y Khairallah describen cómo la AII radiactiva 
inyectada en el ventrículo de ratas adultas era transportada al núcleo de células 
vasculares y cardiacas. (Robertson y Khairallah, 1971). 
Para que el SRA intracelular pueda ser funcional e independiente, todos 
sus componentes deberían encontrarse en la misma célula. En este aspecto la 
presencia de AII a nivel intracelular ha sido detectada en varios tejidos y tipos 
celulares, como en células renales, hepáticas, cardiomiocitos, células 
vasculares musculares y varios tipos de células cerebrales (Cook y Re, 2012), 
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pero su localización exacta y sus funciones son desconocidas. Además, la 
procedencia de la AII intracelular es objeto de debate ya que podría localizarse 
en el interior de las célula por síntesis intracelular o por internalización (Re y 
Cook, 2011). 
El SRA intracelular podría estar basado en el trasporte vesicular, de 
forma que los componentes del sistema fueran introducidos en la célula a 
través de vesículas. La localización de sus componentes (renina, ANG y ECA) 
en estas vesículas darían lugar a la generación de AII intravesicular, que podría 
actuar a nivel intracelular o podría ser secretada (Hunt y col., 1992; Inagami y 
col., 1990; Mercure y col., 1998). Relacionado con esta teoría, se ha descrito la 
internalización de la AII dependiente de AT1 en varios tipos de células distintas 
(Chen y col., 2000; Eggena y col., 1996; Lu y col., 1998). Sin embargo, 
últimamente ha cobrado fuerza la existencia de un sistema SRA intracelular no 
basado en transporte vesicular, presente en los compartimentos celulares no 
secretores del citoplasma, núcleo, mitocondria y otros orgánulos celulares. 
Varios estudios recientes sugieren que la AII podría ser sintetizada y actuar 
intracelularmente (Baker y col., 2004). Apoyando esta teoría, se ha descrito la 
presencia de una isoforma de la renina intracelular (Clausmeyer y col., 1999; 
Lee-Kirsch y col., 1999; Sinn y Sigmund, 2000) y una ECA intracelular regulada 
de forma distinta a la extracelular (Camargo de Andrade y col., 2006; Vidotti y 
col., 2004), y se sabe que varios receptores transmembrana se acumulan en el 
citoplasma y en el núcleo celular, en concreto en las membranas nucleares. En 
varios tipos celulares se ha sugerido un aumento de la concentración de AII 
intracelular, tras un estímulo consistente en altas concentraciones de glucosa, 





bloqueo de los receptores de AII de membrana, previniendo la internalización 
de la AII mediada por receptor (Kumar y col., 2012). Pero actualmente existen 
muchas incógnitas con respecto a la existencia o el posible tráfico intracelular 
de los distintos componentes del SRA en los distintos tipos celulares, así como 
la naturaleza de los receptores intracelulares. 
 
1.3  FACTORES DE VULNERABILIDAD DOPAMINÉRGICA. 
POSIBLE INTERACCIÓN CON EL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA 
1.3.1  ENVEJECIMIENTO Y DEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA 
El envejecimiento es el factor de riesgo más importante para la EP y 
otras enfermedades neurodegenerativas, tanto que las alteraciones motoras 
propias de este estado han sido asociadas a un disfunción de la vía 
nigroestriatal y una alteración del sistema dopaminérgico (Collier y col., 2007; 
McCormack y col., 2004; Schallert, 1988). Incluso, se ha sugerido que durante 
el envejecimiento se produce una pérdida progresiva de neuronas en la SN de 
humanos, de forma que entre los 20 y los 90 años se podría perder más de un 
tercio de las mismas, a una tasa de 5-10% por década (Fearnley y Lees, 1991; 
McGeer y col., 1988). De esta forma, se podría considerar a la EP como una 
especie de envejecimiento prematuro, en el que se produce una pérdida de 
neuronas también prematura. Pero estudios más recientes contradicen estos 
datos, afirmando que con el envejecimiento realmente lo que ocurren son 
cambios en el tamaño del soma, la expresión de la TH, y la actividad 
dopaminérgica de estas neuronas; Estos cambios supondrían un aumento de la 
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vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a los agentes exógenos y por 
tanto, aumentaría el riesgo de padecer EP (Kubis y col., 2000). 
Realmente se desconoce cómo el envejecimiento puede estar afectando 
a la EP. Existen varias teorías como la denominada “hipótesis del estrés 
oxidativo de la dopamina”, que se basa en el hecho de que la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas propia de la enfermedad hace que se aumente el 
metabolismo de la dopamina, incrementando a su vez la auto-oxidación de la 
misma, y resultando en un aumento de radicales libres como peróxido de 
hidrógeno (H2O2) o el radical hidroxilo (OH-) (Nikolova, 2012). Por otra parte, 
también podría estar implicado el descenso en factores neurotróficos que se 
han detectado asociado al envejecimiento. Existen muchos cambios durante el 
envejecimiento que pueden estar afectando al desarrollo de la enfermedad, 
como es el caso de la microvascularización de la sustancia negra, que se vio 
que estaba disminuida en ratas envejecidas comparado con jóvenes, medido a 
través de factores angiogénicos como el VEGF (factor de crecimiento endotelial 
vascular), y cuyas diferencias podían reducirse mediante el ejercicio físico 
(Villar-Cheda y col., 2009). 
En general, el envejecimiento está asociado a un estado proinflamatorio 
y pro-oxidante que estaría favoreciendo una respuesta exagerada al daño y 
favorecería el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, actuando de 
forma sinérgica con otros factores para inducir la muerte de las neuronas 
dopaminérgicas (Choi y col., 2010; Csiszar y col., 2003; Ungvari y col., 2004).  
Como comentamos anteriormente, la AII es uno de los compuestos 
proinflamatorios más importantes, que mediante su unión a los receptores AT1,  
activa el complejo NADPH oxidasa, y produce ROS. A su vez, bajos niveles de 
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ROS actúan como mensajeros secundarios en varias rutas de señalización, 
incluidas aquellas involucradas en la respuesta inflamatoria y en la migración 
de células inflamatorias al área lesionada. En modelos animales de EP, una 
hiperactivación del SRA local exacerba la respuesta inflamatoria microglial, el 
estrés oxidativo y la degeneración dopaminérgica (Labandeira-Garcia y col., 
2013; Mertens y col., 2010; Wright y Harding, 2011). Estudios recientes 
realizados en nuestro laboratorio, con el antagonista de AT1 telmisartán, y con 
ratones deficientes en AT1a, han mostrado que la activación de PPAR-γ 
(receptor gamma activado por peroxisomas) median los efectos 
neuroprotectores y antiinflamatorios de la inhibición de los AT1 en modelos 
animales de EP (Garrido-Gil y col., 2012). Además, también se ha demostrado 
que la activación de la ruta RhoA/ROCK está involucrada en la degeneración 
dopaminérgica y en un aumento de la respuesta microglial que se produce por 
el efecto de la AII vía AT1 (Villar-Cheda y col., 2012). Esto es debido a que, 
como se sabe, esta ruta RhoA/ROCK es particularmente importante para la 
migración de las células inflamatorias hacia las zonas dañadas (Greenwood y 
col., 2003; Honing y col., 2004). Rho/ROCK induce cambios en el citoesqueleto 
de las células inflamatorias activadas, que producen procesos de retracción y 
cambios en las características de la movilidad celular de estas células 
inflamatorias, tales como las células microgliales (Yan y col., 2012). 
Por otra parte, se ha sugerido que los receptores AT2 son anti-
inflamatorios a través de una inhibición del estrés oxidativo, sugiriéndose una 
relación inversa entre la producción de superóxido y la expresión de los 
receptores AT2 (McCarthy y col., 2009). Recientemente se ha demostrado que 
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las acciones antiinflamatorias de AT2 se producen a través de un aumento de 
la Interleucina-10 (IL-10) dependiente de NO (Dhande y col., 2013). 
1.3.2  ESTRÓGENOS Y DEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA 
Los estrógenos son hormonas sexuales femeninas que pertenecen al 
grupo de hormonas esteroideas derivadas del colesterol, siendo el 17β-
estradiol (E2) la más activa biológicamente. Los estrógenos actúan sobre el 
desarrollo, mantenimiento y funciones de los órganos reproductores femeninos, 
pero además influyen en otros procesos fisiológicos y tienen efectos 
metabólicos generales en todo el cuerpo, como en la tensión de la piel, huesos, 
o vasos sanguíneos. Muchos tejidos no reproductores (como hueso, endotelio
vascular, hígado, sistema nervioso central y corazón) expresan receptores de 
estrógenos, de este modo, es posible que muchas acciones metabólicas de los 
estrógenos sean un resultado directo de fenómenos mediados por receptor. 
Después de la menopausia, la producción del estradiol cae a un nivel muy bajo 
pero constante y cuando los niveles del estrógeno disminuyen aumentan los 
riesgos de osteoporosis y arteriosclerosis. 
En la última década, han aparecido evidencias que sugieren que la 
hormona ovárica esteroidea E2 ejerce un efecto neuroprotector en la EP. Se 
han llevado a cabo estudios epidemiológicos que han puesto en evidencia una 
incidencia mayor de la enfermedad en mujeres postmenopáusicas, que en 
mujeres premenopáusicas de edad similar (Currie y col., 2004; Ragonese y 
col., 2006a y 2006b). Además, existen estudios experimentales que corroboran 
la implicación de los estrógenos en la degeneración dopaminérgica; Estos 
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estudios muestran que los E2 ejercen efectos neuroprotectores frente a la 
degeneración de las células dopaminérgicas en la EP (Callier y col., 2002; 
Leranth y col., 2000). 
También se ha demostrado en estudios experimentales con modelos 
animales de la EP, que los hombres tienen aproximadamente 2 veces mayor 
riesgo de desarrollar la enfermedad comparado con mujeres premenopáusicas 
de la misma edad (Baldereschi y col., 2000; Mayeux y col., 1995; Van Den 
Eeden y col., 2003). 
Debido a estas premisas, se realizaron estudios clínicos preliminares 
que corroboraron un efecto protector de la terapia sustitutiva de estrógenos en 
el comienzo y progresión de la EP (Shulman, 2002); Sin embargo, existen 
controversias, ya que determinados estudios clínicos no demostraron un efecto 
neuroprotector en mujeres postmenopaúsicas frente a la EP y otras 
enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Chlebowski y col., 2010; 
Clarkson y col., 2009; Rossouw, 2002). 
Las discrepancias entre los distintos estudios clínicos han sido objeto de 
varias discusiones, pero parecen ser debidas en su mayor parte a las 
diferencias de edad de las mujeres en tratamiento y el tiempo transcurrido entre 
menopausia y tratamiento. La mayoría de las mujeres que participaron en estos 
estudios, tenían de media  ≥ 65 años y habían empezado la terapia de 
estrógenos unos 12 años después del inicio de la menopausia (Turgeon y col., 
2004, 2006); Por el contrario, en los estudios en que la terapia hormonal es 
beneficiosa, la mayoría de las mujeres había iniciado la terapia antes del inicio 
de la menopausia (Harman y col., 2005; Miller y col., 2005, 2009). 
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Los mecanismos por los que los estrógenos protegen las células 
dopaminérgicas de la degeneración no están claros. Los efectos 
antiinflamatorios de los estrógenos parece que podrían estar jugando un papel 
muy importante (Suzuki y col., 2007; Vegeto y col., 2008), en concreto la 
modulación de la respuesta glial neuroinflamatoria (Morale y col., 2006; 
Tripanichkul y col., 2006), ya que, como se ha comentado anteriormente, 
diversos estudios han demostrado que la neuroinflamación y la activación 
microglial son clave en la progresión de la enfermedad (Rodríguez-Pallares y 
col., 2007; Wu D.C.y col., 2002, 2003). 
Por otra parte, la regulación del SRA por los estrógenos media los 
efectos beneficiosos de los estrógenos en determinados tejidos, como por 
ejemplo en el sistema cardiovascular, que hace que las mujeres 
premenopáusicas sean menos susceptibles de padecer una enfermedad 
cardiovascular que mujeres postmenopáusicas de la misma edad (Antonicelli y 
col., 2008; Mirza y col., 2008). Apoyando este estudio, se han observado 
interacciones entre los receptores de angiotensina y estrógenos en varias 
situaciones como arteriosclerosis o patologías del sistema cardio-renal (Hoshi-
Fukushima y col., 2008; Liu y col., 2002; Tsuda y col., 2005; Xue y col.,  2007). 
Se ha demostrado que el SRA juega un papel importante en la diferencia 
entre sexos observada en el desarrollo de enfermedades renales crónicas y 
cardiovasculares, siendo la actividad de este sistema mayor en tejido renal y 
cardiovascular de machos comparado con hembras (Fischer  y col., 2002; 
McGuire y col., 2007; Sandberg y Ji, 2003); También se ha visto que los 
machos y las hembras responden de forma diferente a la estimulación y la 
inhibición del SRA (Baiardi y col., 2005; Sullivan, 2008). Como se comentó 
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anteriormente, varios estudios revelaron que la regulación a la baja del SRA 
por estrógenos media sus efectos beneficiosos en varios tejidos; Es más, se ha 
sugerido que la expresión del receptor  AT1 vascular y renal podría estar 
regulado por hormonas sexuales. Asimismo, existen evidencias que sugieren 
que los andrógenos podrían actuar regulando al alza la actividad SRA y por lo 
tanto amplificando las diferencias entre géneros (Fischer y col., 2002; 
Henriques y col., 2008; Ojeda y col., 2010). 
1.3.3  DOPAMINA Y DEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA 
El neurotransmisor dopamina se sintetiza en las neuronas 
mesencefálicas de la SNc y área tegmental ventral (VTA), y por otros grupos de 
neuronas, que proyectan axones dopaminérgicos a través de determinadas 
rutas en las que la dopamina actúa como un neuromodulador, controlando 
varias funciones fisiológicas tan importantes como los movimientos voluntarios, 
el comportamiento motivado, el aprendizaje o la producción hormonal. La 
síntesis de dopamina se produce principalmente en los terminales neuronales a 
través de la hidroxilación de la tiroxina catalizada por la TH, formando  L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), que es descarboxilada a dopamina, la cual es 
secuestrada del citosol y empaquetada en vesículas sinápticas por el VMAT2. 
La dopamina vesicular es liberada por exocitosis a los terminales sinápticos 
tras una estimulación. Finalmente, la dopamina extracelular se recicla de nuevo 
a los terminales por medio del DAT (Carlsson y col., 1962; Eisenhofer y col., 
2004). 
Varios estudios han mostrado efectos neurotóxicos de la dopamina o L-
DOPA en cultivos celulares y en modelos animales. La dopamina es una 
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, H2O2, NO y peroxinitrito (HOONO
-
), así como quinonas neurotóxicas
a través de su metabolismo en el citosol (Chen y col., 2008; Graham, 1978). 
Más del 90% de la dopamina intracelular es secuestrada en vesículas, lo que 
constituye un proceso crucial para evitar la neurotoxicidad de la misma, ya que 
está protegida de la oxidación por el bajo pH del interior vesicular. Esto 
concuerda con experimentos recientes en los que se relaciona la degeneración 
neuronal de la EP con un déficit de almacenaje de dopamina debido a una 
disrupción del VMAT2 (Caudle y col., 2008). Además, el uso de animales 
transgénicos que expresan niveles reducidos de VMAT2 ha demostrado 
claramente la importancia de las vesículas en la protección de las neuronas 
frente a la toxicidad derivada de la dopamina, ya que aumenta la dopamina 
citosólica y la vulnerabilidad neuronal (Mooslehner y col., 2001; Wang y col., 
1997). 
Además del estrés oxidativo general inducido por ROS y RNS, ha 
recibido especial atención la toxicidad derivada de quinonas, considerándola un 
tipo de estrés oxidativo más específico de las neuronas dopaminérgicas 
(Asanuma y col., 2003, 2004; Graumann y col., 2002; Miyazaki y Asanuma, 
2008). Las quinonas pueden estar afectando al transportador DAT, así como a 
determinadas proteínas involucradas en la EP como parkina y α-sinucleína 
(Conway y col., 2001; LaVoie y col., 2005; Volles  y col., 2001), e incluso la 
toxicidad derivada de quinonas podría estar también involucrada en la 
neurotoxicidad observada por el tratamientos a largo plazo con L-DOPA en los 
pacientes con EP. 
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Aunque muchos estudios han demostrado los efectos neurotóxicos de la 
dopamina o la L-DOPA, también existen datos sobre los efectos 
neuroprotectores que ejerce la dopamina en determinadas circunstancias. Los 
efectos neuroprotectores de la dopamina son mediados a través de 
mecanismos dependientes de receptores, particularmente a través del receptor 
D2 (Bozzi y Borreli, 2006). Los agonistas de D2 protegen las neuronas 
mesencefálicas de la muerte celular producida por glutamato y L-DOPA 
(Sawada y col., 1998; Takashima y col., 1999). En estudios in vivo también se 
ha visto que el bloqueo de la señal del receptor D2 induce apoptosis en el ST y 
SN, mientras que el uso de agonistas de D2 induce neuroprotección (Mitchell y 
col., 2002). De la misma forma, ratones deficientes en receptores D2 son 
especialmente susceptibles a la neurodegeneración inducida por 
excitotoxicidad (Schauwecker y Steward, 1997). 
Los mecanismos involucrados en los efectos neuroprotectores de la 
estimulación de los receptores D2 no están claros, pero se cree que podría ser 
a través de dos posibles vías. En primer lugar, la estimulación de los receptores 
presinápticos D2 podría ejercer neuroprotección disminuyendo los niveles de 
dopamina, y por tanto su citotoxicidad, ya que estos autorreceptores 
presinápticos regulan la síntesis y liberación de dopamina (Rouge-Pont y col., 
2002). En segundo lugar, se ha sugerido en varios estudios recientes que la 
estimulación de los receptores D2 podría activar cascadas de señalización 
intracelular que den lugar a la neuroprotección (Bozzi y Borreli, 2006). 
Apoyando estas teorías, existen varios estudios en modelos animales y 
en humanos en los que se ha visto una marcada pérdida de receptores D1 y 
D2 estriatales relacionada con el envejecimiento (Ishibashi y col., 2009; 
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Rieckmann y col., 2011;  Wang y col., 1998). Por otra parte, diversos estudios 
recientes han descrito una interacción importante entre los receptores de 
angiotensina y los receptores de dopamina, en células periféricas, 
concretamente en relación a la regulación de la función renal y cardiovascular 
(Chugh y col., 2012 y 2013; Zhang y col., 2012). Además, en riñón se ha 
sugerido que los receptores AT1 y D1 o D2 pueden actuar contrarregulándose 
directamente mediante la formación de heterodímeros (Khan y col., 2008; Zeng 
y col., 2006), y que por tanto, un fallo en el sistema de contrarregulación estaría 
jugando un papel muy importante en el desarrollo de hipertensión y cambios 
degenerativos renales (Yang y col., 2012). 
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2. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL 
Profundizar en el conocimiento de la relación entre el sistema renina-
angiotensina cerebral, el sistema dopaminérgico y sus procesos degenerativos. 
Para ello investigaremos si los distintos componentes del sistema renina-
angiotensina, observados previamente en la sustancia negra y ST de roedores, 
se confirman también en primates. Y si además del sistema renina-
angiotensina tisular o paracrino descrito hasta ahora pudiese existir un sistema 
renina-angiotensina intracelular o intracrino en la sustancia negra y en el 
sistema nervioso central en general. Además, estudiaremos si los principales 
factores de riesgo/vulnerabilidad en la degeneración dopaminérgica 
(envejecimiento y menopausia) interaccionan o son mediados por el sistema 
renina-angiotensina, y si la propia degeneración dopaminérgica y caída de los 
niveles de dopamina ejerce efectos sobre el sistema renina-angiotensina local. 
Todo ello lo abordaremos a través de 12 objetivos concretos: 
OBJETIVOS 1 Y 2 
El cerebro tiene un sistema renina-angiotensina local e independiente, 
que inicialmente se asociaba con el control de la presión sanguínea. Sin 
embargo, estudios más recientes han involucrado al sistema renina-
angiotensina cerebral con varios desórdenes cerebrales tales como la 
enfermedad de Alzheimer (Kehoe y Wilcock 2007; Mogi y Horiuchi 2009) o el 
ictus cerebral (Li y col., 2005; Lou y col., 2004). 
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 En los últimos años se han llevado a cabo en nuestro laboratorio 
numerosos experimentos con roedores, obteniéndose una considerable 
cantidad de datos que sugieren que el sistema renina-angiotensina cerebral 
juega un papel fundamental en la degeneración dopaminérgica en la 
enfermedad de Parkinson. Hemos observado los componentes principales del 
sistema renina-angiotensina en neuronas dopaminérgicas y células gliales de la 
sustancia negra compacta de rata y ratón (Joglar y col., 2009; Rodriguez-
Pallares y col., 2008), sin embargo la presencia de estos componentes del 
sistema renina-angiotensina no ha sido estudiada en la sustancia negra 
compacta de primates ni humana. Además, se desconoce la posible presencia 
del componente del sistema renina-angiotensina más reciente, el receptor de 
(pro)renina, en la sustancia negra compacta, así como su posible implicación 
en la progresión de la enfermedad de Parkinson. 
 Por ello nos proponemos los  siguientes objetivos: 
1. Localizar el receptor (pro)renina en la sustancia negra compacta y
caracterización de los tipos celulares que lo expresan 
2. Estudiar los principales componentes del sistema renina-angiotensina en
sustancia negra compacta de primates y humanos. 
OBJETIVOS 3 Y 4 
La disfunción mitocondrial ha sido asociada desde hace tiempo con 
varias enfermedades neurodegenerativas, incluida la EP, pero se desconoce si 
esta disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo están involucrados en el 
desarrollo temprano y progresión de la enfermedad, o son consecuencia de la 
neurodegeneración (Swerdlow, 2009). La SN de pacientes con EP muestra una 
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actividad reducida del complejo I de la cadena respiratoria, y algunos 
inhibidores del mismo causan cambios neurológicos similares a los que se 
producen durante la enfermedad, como el MPTP, que se utiliza para obtener 
modelos animales de la enfermedad (Federico y col., 2012). 
El hecho de que existan receptores de AII en el interior celular podría 
suponer una función intracelular de la AII que actualmente se desconoce. El 
papel de receptores del SRA intracelulares podría estar basado en señalización 
intracelular y transcripción de genes relacionados, como se ha descrito para 
otros receptores transmembrana, pero hasta la fecha se desconoce si estos 
receptores se podrían encontrar a nivel mitocondrial y su posible función. 
 Por ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
3. Investigar la presencia de los principales receptores del sistema renina-
angiotensina en mitocondrias cerebrales y, en particular, de neuronas 
dopaminérgicas. 
4. Estudiar los posibles efectos que puedan tener las modificaciones del
sistema renina-angiotensina mitocondrial sobre la propia función 
mitocondrial. 
OBJETIVOS 5 Y 6 
El envejecimiento es el principal factor de riesgo en la enfermedad de 
Parkinson.  Con la edad se observan alteraciones en el sistema dopaminérgico 
que pueden incrementar la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas 
(Collier y col., 2007; Kubis y col., 2000; Villar-Cheda y col., 2009). Por otra 
parte en diferentes tejidos y órganos se ha descrito un estado proinflamatorio y 
pro-oxidativo asociado con el proceso normal de envejecimiento (Choi y col., 
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2010, Csiszar y col., 2003; Ungvari y col., 2004). Varios estudios han 
relacionado el sistema renina-angiotensina con cambios producidos por el 
envejecimiento, y dado que el sistema renina-angiotensina desempeña un 
papel relevante en la muerte celular mediante la potenciación del estrés 
oxidativo y la neuroinflamación,  nos planteamos: 
5. Estudiar los posibles cambios en el sistema renina-angiotensina, estado
oxidativo e inflamatorio que tienen lugar durante el envejecimiento normal 
en la sustancia negra. 
6. Determinar si esos cambios en el sistema renina-angiotensina son los
responsables del aumento del estrés oxidativo, inflamación y vulnerabilidad 
de las neuronas dopaminérgicas. 
OBJETIVOS 7 Y 8 
En las mujeres es necesario considerar, además del envejecimiento, los 
cambios hormonales que tienen lugar en la menopausia, como la falta de 
estrógenos, que constituye, junto con el envejecimiento, un factor de 
vulnerabilidad en la enfermedad de Parkinson. Estudios clínicos y 
epidemiológicos, corroboran la implicación de los estrógenos en la 
degeneración dopaminérgica.  Por otra parte varios estudios experimentales 
demuestran que el sistema renina-angiotensina media los efectos 
beneficiosos de los estrógenos en varios tejidos, donde se han observado 
interacciones entre estrógenos y receptores de angiotensina (Hoshi-
Fukushima y col., 2008; Liu y col., 2002; Mirza y col., 2008; Tsuda y col., 
2005; Xue y col.,  2007).  Otra evidencia de la relación entre la falta de 
estrógenos y  la enfermedad de Parkinson, es el hecho de que, en modelos 
animales y estudios clínicos y epidemiológicos, se han observado 
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diferencias entre sexos en la degeneración dopaminérgica, siendo 
aproximadamente 2 veces mayor el riesgo de desarrollar la enfermedad en 
los hombres comparado con mujeres premenopáusicas de edades similares 
(Baldereschi y col.,  2000; Mayeux y col., 1995; Van Den Eeden y col., 
2003).   
      Por estos motivos nos planteamos los siguientes objetivos: 
7. Estudiar los efectos de los estrógenos sobre la actividad del sistema renina-
angiotensina  de la sustancia negra y su posible implicación en la 
vulnerabilidad neuronal. Se utilizaran ratas hembras ovariectomizadas 
frente a ovariectomizadas y tratadas con estrógenos.. 
8. Estudiar la diferencia entre sexos en cuanto a la expresión de los
principales componentes del sistema renina-angiotensina y relación con la 
vulnerabilidad neuronal. 
OBJETIVOS 9 Y 10 
Existe datos contradictorios en determinados estudios clínicos y 
epidemiológicos que observan protección de la terapia estrogénica frente a 
determinadas enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como las 
enfermedades cardiovasculares o neurodegenerativas,  pero también hay datos 
de no protección o incluso efectos negativos de estos estrógenos (Chlebowski 
y col., 2010; Rossouw, 2002). En la mayoría de estos estudios no se tuvo en 
cuenta la edad a la que empiezan el tratamiento hormonal las pacientes,  o el 
tiempo que pasaron sin hormonas antes de empezar la terapia. Para tratar de 
explicar estas discrepancias nos proponemos los siguientes objetivos: 
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9. Comparar los efectos de los estrógenos sobre la actividad del sistema
renina-angiotensina de la sustancia negra  y la vulnerabilidad neuronal en 
hembras con menopausia quirúrgica y hembras con menopausia natural. 
10. Estudiar el efecto de un periodo de hipoestrogenicidad previo al tratamiento
de estrógenos en cuanto a actividad del sistema renina-angiotensina y 
vulnerabilidad neuronal. 
OBJETIVOS 11 Y 12 
Existen numerosos estudios en modelos animales y en humanos en los que 
se ha visto una marcada pérdida de receptores de dopamina tipo 1 y 2 (D1 y 
D2) estriatales relacionada con el envejecimiento (Ishibashi y col., 2009; 
Rieckmann y col., 2011; Wang y col., 1998;). Pero la posible interacción entre 
sistema Renina-angiotensina y el sistema dopaminérgico en los ganglios 
basales no está clara. Diversos estudios realizados en células no neurales, 
revelan una interacción negativa entre la dopamina y los receptores de 
angiotensina, sugiriendo que podrían jugar un papel importante en la 
patogénesis de enfermedades degenerativas como la hipertensión (Gildea, 
2009; Khan y col., 2008; Zeng y col., 2006). Nos preguntamos si una actividad 
anormal de la dopamina en el sistema nigroestriatal en la enfermedad de 
Parkinson podría llevar asociados cambios en la expresión de los receptores de 
angiotensina, por ello nos planteamos los siguientes objetivos: 
11. Estudiar el efecto de la eliminación de la dopamina inducida por reserpina y
de la degeneración dopaminérgica provocada por la toxina 6-OHDA en la 
expresión de los receptores de angiotensina y en la activación del complejo 
NADPH oxidasa. 
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12. Estudiar los posibles mecanismos regulatorios de dicha interacción
utilizando para ello ratas transgénicas que no expresan angiotensinógeno 
cerebral y ratones transgénicos que carecen de receptores de angiotensina 
tipo 1a (AT1a-/-). 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS
El material y métodos empleados en cada ensayo vienen detallados en 
los artículos que forman parte de esta tesis, sin embargo,  a continuación se 
hará un breve resumen de los mismos. 
3.1   MODELOS ANIMALES Y CELULARES 
Todos los experimentos fueron llevados a cabo según las normativas 
2010/63/EU y 86/609/CEE y fueron aprobados por el correspondiente comité 
de la Universidad de Santiago de Compostela. 
3.1.1  MODELOS ANIMALES 
En las siguientes tablas se resumen los modelos animales y tratamientos más 
relevantes de este trabajo: 
ANIMAL CEPA o ESPECIE EDAD 
RATA 
Sprague-Dawley 10 semanas (Jóven) 
Sprague-Dawley 20 - 24 meses (Viejo) 
RATÓN C57BL-6 7- 8 s e m a n a s 
MONO Macaca fascicularis 4,5- 5 años 
ANIMALES MODIFICADOS GENÉTICAMENTE 
Rata TGRs transgénicas (ASrAOGEN) con reducción de expresión de angiotensinógeno cerebral  al 10%, 
derivadas de la cepa Sprague-Dawley (10 semanas) 
Ratones deficientes en AT1a (Agtr1a -/-), la mayor isoforma de AT1 en cerebro de ratón. 
 Derivados de la cepa C57BL-6 ( 7- 8 semanas) 
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3.1.2  TRATAMIENTOS ó LESIONES 
RATA Sprague-Dawley 
Reserpina, 5 mg/kg i.p. 
(Reduce los niveles de DA extracelulares a < 4 %) 
6-OHDA, 7-10 µg  inyección estereotáxica intraestriatal 
6-OHDA, 12 µg inyección en el fascículo prosencefálico medial 
(Neurotoxina que actúa sobre las neuronas dopaminérgicas) 
L-DOPA, 50 mg/Kg/dia i.p. 1 semana (sin benserazida) 
(Tratamiento precursor de la DA) 
Candesartan, 0,5 - 3 mg/kg/día en agua de bebida 2-3 semanas 
(Antagonista del receptor AT1) 
Ovariectomía bilateral 
(Intervención quirúrgica en la que se extirpan los ovarios) 
Estrógenos, 17-β-estradiol en implantes de Silastic subcutáneos 3 semanas 
(Hormona esteroide ovárica) 
RATÓN C57BL-6 
MPTP, 30 mg/kg/día i.p. 5 días 
(Neurotoxina que inhibe el complejo I mitocondrial de las neuronas dopaminérgicas) 
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3.1.3  CULTIVOS PRIMARIOS MESENCEFÁLICOS 
Las células mesencefálicas fueron obtenidas de tejido mesencefálico 
ventral a partir de embriones de rata de Sprague-Dawley de 14 días de 
gestación. Para la preparación de la suspensión celular se procedió a la 
disección de la porción mesencefálica ventral del cerebro, siendo rápidamente 
incubada en 0,05% de DNAsa (Sigma) disuelta en Medio Esencial Mínimo de 
Dulbecco (DMEM, Invitrogen) con 0,1% de tripsina (Sigma), durante 20 minutos 
en un baño termostático a 37ºC. A continuación, se hicieron varios lavados y se 
disoció el tejido mecánicamente. La suspensión celular resultante fue 
centrifugada a 50g durante 5 minutos y  se procedió a la estimación del número 
de células viables del pellet usando una tinción con naranja de acridina (Sigma) 
y bromuro de etidio (Sigma). Las células fueron sembradas en placas de cultivo 
de 35 mm previamente tratadas con poli-L-lisina (100 μg/ml; Sigma) y laminina 
(4 μg/ml; Sigma) a una densidad de 5x105 células/ml de medio de cultivo 
suplementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS). Las células se 
mantuvieron en un incubador humidificado con 5% de dióxido de carbono y a 
37ºC durante 7 días, previo cambio de medio del cultivo al segundo día. 
3.1.4  LÍNEA DOPAMINÉRGICA MES 23.5 
La línea dopaminérgica MES 23.5 fue cedida por el Dr. Wei-dong Le del 
Baylor College of Medicine, USA. Las células fueron cultivadas en un medio 
compuesto por DMEM y F12, y suplementado con el medio de crecimiento Sato 
además de suero fetal bovino al 2% (FBS), y antibióticos (penicilina y 
estreptomicina) a 37ºC en un incubador con aporte de CO2 al 5% (Crawford y 
col., 1992). Las células fueron sembradas a una densidad de 0,5 x 105/cm2 en 
placas de 35 mm previamente tratadas con poli-L-ornitina (10 mg/ml; Sigma). 
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Aproximadamente 48 horas antes del ensayo correspondiente, las células 
fueron tratadas con dibutiril-cAMP (1 mM; Sigma) para estimular su 
diferenciación y aumentar la actividad TH. 
3.2  MITOCONDRIAS 
3.2.1 AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE MESENCÉFALO VENTRAL 
DE RATA 
Las mitocondrias fueron aisladas de mesencéfalo ventral (VM) de rata 
según el protocolo descrito por Sims y Anderson con alguna modificación (Sims 
y Anderson, 2008). Este protocolo combina la centrifugación diferencial con un 
gradiente de densidad discontinuo de Percoll, lo que permite obtener 
preparaciones de mitocondrias especialmente puras y con la mínima 
contaminación de mielina y sinaptosomas. El MV  fue sumergido y lavado en 
Percoll al 12%, en hielo, y posteriormente cortado en pequeñas porciones y 
homogenizado en un homogenizador de vidrio con dos émbolos.  Este 
homogenizado fue depositado con cuidado sobre un gradiente de Percoll 
previamente formado compuesto por una capa de 26% de Percoll sobre otra de 
40%, y centrifugado a 30.700g durante 5 minutos en un rotor de ángulo fijo. 
Posteriormente, se retiró la banda de mitocondrias acumulada entre las capas 
de 26% y 40% de Percoll con una pipeta pasteur, y se diluyó en tampón de 
aislamiento (0,32 sacarosa, 1mM EDTA y 10 mM TRIS; pH 7.4), para eliminar 
los restos de percoll de la muestra, centrifugándose de nuevo a 16.700g 
durante 10 minutos a 4ºC. El pellet mitocondrial fue resuspendido suavemente 
en el sobrenadante residual y centrifugado a 7.300g durante 10 minutos a 4ºC, 
obteniendo un pellet de mitocondrias puras que se utilizó para ensayos de WB 
y actividades enzimáticas. 
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3.2.2 MEDIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS 
El potencial de membrana de mitocondrias aisladas se midió usando la 
sonda lipofílica catiónica 5,5’, 6, 6’-tetrachoro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-
carbocyanine iodide (JC-1) de Sigma, siguiendo un protocolo descrito 
anteriormente (Sareen y col., 2006). Las mitocondrias aisladas se trataron con 
los distintos compuestos y con substratos de respiración durante 10 minutos a 
37ºC, y posteriormente se incubaron con la sonda JC-1 (0,2 µg/ml), 
previamente incubada en hielo durante 20 minutos. La fluorescencia a 490 nm 
de excitación and  590 nm de emisión se midió durante 15 minutos en un lector 
de microplacas (Tecan, Infinite M200). Se utilizó Valinomicina (0,5 µg/ml), un 
ionóforo de potasio (K+) que permeabiliza la membrana mitocondrial para los 
iones de K+,  como control de la disipación de potencial de membrana 
mitocondrial. 
3.2.3  DETECCIÓN DE SUPERÓXIDO EN MITOCONDRIAS AISLADAS 
La cantidad de superóxido presente en mitocondrias aisladas fue medida 
por quimioluminiscencia, con lucigenina como sustrato, en un lector de placas 
Infinite M200 (TECAN). La lucigenina genera luminiscencia cuando interacciona 
con el anión superóxido, y la luminiscencia que emite es proporcional a la 
cantidad de superóxido mitocondrial (Block y col., 2009; Gorin y col., 2003). 
Treinta µg de mitocondrias fueron incubadas con o sin los agonistas de los 
receptores de angiotensina durante 10 minutos a 37ºC en un tampón fosfato 50 
mM pH 7.0, conteniendo1 mM EGTA y 150 mM de sacarosa.  Se utilizaron dos 
inhibidores de Nox4 , diphenyleneiodonium (DPI) a 5 µM y Thioridazine a 10 
µM, para averiguar la cantidad de superóxido producido por este enzima. Las 
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unidades relativas de luminiscencia (RLU) fueron medidas cada 20 segundos 
durante 10 minutos. 
3.2.4 ACTIVIDAD CITOCROMO C OXIDASA EN MITOCONDRIAS 
AISLADAS 
La actividad del enzima citocromo c oxidasa (COX) fue medida en 
mitocondrias aisladas utilizando un kit comercial según especificaciones del 
fabricante (KC310100, Biochain). La actividad COX se midió detectando la 
disminución de la absorbancia a 550 nm del ferrocitocromo c debido a su 
oxidación a ferricitocromo c por la citocromo c oxidasa. El ensayo fue llevado a 
cabo en placas de 96 pocillos, donde se midió la actividad COX en 10 µg de 
proteína mitocondrial tratada con 0,1% de DTT, añadiendo el substrato 
ferrocitocromo c y leyendo inmediatamente la absorbancia a 550 nm durante 55 
segundos. Se calculó las Unidades por ml (U/ml) del enzima usando el 
coeficiente molar de absorbancia del ferrocitocromo c y ferricitocromo c a 550 
nm, que es 21,84. 
3.3  DETECCIÓN DE PROTEÍNAS 
3.3.1  WESTERN BLOT 
El tejido fue homogenizado en tampón RIPA (del inglés, Radio 
Inmunoprecipitation Assay) con inhibidores de proteasas (Sigma). El 
homogenado resultante fue centrifugado  a 14.000 g durante 20 minutos, y se 
cuantificó la concentración de proteína obtenida en el sobrenadante (Pierce 
BCA Protein Assay kit). Las proteínas fueron separadas en geles de Bis-Tris 
poliacrilamida al 5-10% en condiciones desnaturalizantes, y transferidas a 
membranas de nitrocelulosa. Posteriormente, estas membranas fueron 
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bloqueadas con leche desnatada deshidratada al 5%, y finalmente incubadas 
con los anticuerpos primarios de interés (tabla 1) y sus anticuerpos secundarios 
correspondientes conjugados con peroxidasa de rábano (HRP). 
Para visualizar las bandas correspondientes a la inmunoreactividad de 
los anticuerpos, se utilizó un kit de quimioluminiscencia  (Immun-Star HRP , 
BioRad) y se capturó la imagen con un sistema de detección de 
quimioluminiscencia (Molecular Imager  ChemiDoc XRS System, BioRad). 
Como control de carga, todas las membranas fueron  reincubadas con un 
anticuerpo contra la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH, Sigma), 
y los resultados de expresión de las proteínas de interés, que  se obtuvieron 
por medida densitométrica de las bandas, fueron normalizados, expresándolos 
de forma relativa con respecto a la banda de la GAPDH. 
3.3.2  INMUNOCITOQUÍMICA / INMUNOHISTOQUÍMICA 
Para la técnica de inmunocitoquímica los cultivos celulares, primarios o 
procedentes de la línea dopaminérgica MES 23.5, fueron fijados con 
paraformaldehido al 4%, mientras que para la inmunohistoquímica los animales 
fueron sacrificados y perfundidos transcardíacamente con paraformaldehido al 
4% y los cerebros extraídos, crioprotegidos y seccionados en un microtomo de 
deslizamiento a 40 µm. 
Se llevaron a cabo técnicas colorimétricas (simple), e inmunofluorescencia 
(simple, doble o triple), según el ensayo. En caso de inmunomarcaje 
colorimétrico tanto las células en cultivo como el tejido fueron tratados con una 
solución de agua oxigenada para inactivar la peroxidasa endógena. 
Posteriormente fueron incubados con suero normal (de la misma especie que 
el anticuerpo secundario) para bloquear los antígenos inespecíficos presentes 
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en las células, junto con seroalbúmina bovina y Triton X-100 para permeabilizar 
la membrana celular. A continuación, fueron incubados con el/los anticuerpo/s 
primario/s correspondiente/s (tabla 2) junto con el suero, la seroalbúmina y 
Triton; y seguidamente incubados con el/los anticuerpo/s secundario/s 
marcados con biotina. Posteriormente, fueron incubados con un preparado 
comercial del complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC-Kit) y revelados 
empleando peróxido de hidrógeno y diaminobenzidina (DAB) con la que se 
obtiene un precipitado marrón, o DAB junto con sulfato de níquel que permite 
un marcaje más intenso de color negro. En las técnica inmunofluorescencia, se 
utilizaron anticuerpos secundarios marcados con distintos fluoróforos. Las 
mitocondrias fueron marcadas con la sonda Mitotracker Deep Red (MTDR, 
Molecular Probes) y los núcleos fueron contrastados con Hoechst 33342. 
3.3.3  ELISA 
Los niveles de Factor de Necrosis Tumoral α (TNF-α) fueron 
cuantificados con un kit específico de ELISA (del inglés, Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) contra TNF-α de rata (Diaclone) según las 
especificaciones del fabricante. Los niveles de TNF-α en las muestras 
cerebrales se obtuvieron en pg por mg de proteína, y fueron expresados como 
porcentaje frente al grupo control. 
3.3.4  ANÁLISIS DE ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS 
La especificidad de los anticuerpos más relevantes utilizados en esta 
tesis para identificar los distintos componentes del SRA fue validada y 
confirmada en nuestro laboratorio mediante varios métodos. En primer lugar, 
hemos escogido anticuerpos que se encontraban perfectamente caracterizados 
en la literatura y en muchos casos, hemos utilizado varios anticuerpos 
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desarrollados en animales distintos contra el mismo antígeno para asegurar la 
veracidad de los resultados.  Además, usamos controles positivos hechos en 
zonas de tejido donde la proteína de interés es especialmente abundante 
(como por ejemplo, el órgano subfornical y el núcleo paraventricular 
hipotalámico para los receptores AT1) observándose una tinción intensa del 
receptor, y controles negativos en ausencia del anticuerpo primario para 
descartar marcajes inespecíficos debido al anticuerpo secundario. 
Para confirmar la especificidad de la banda de WB o de la tinción de los 
cultivos primarios o secciones de tejido, se realizaron ensayos de preadsorción 
con el péptido inmunizante correspondiente, que consisten en incubar el 
anticuerpo primario con un exceso del péptido sintético contra el que se generó 
ese anticuerpo, de forma que se bloquea el sitio activo del anticuerpo, y por 
tanto la señal. Hemos obtenido resultados satisfactorios de ausencia o casi 
ausencia de la banda reactiva o inmunomarcaje en todos los anticuerpos 
testados. Y finalmente, hemos utilizado lisados comerciales de células que 
sobreexpresan los receptores de AII, AT1 y AT2, para comprobar la especifidad 
de los anticuerpos utilizados mediante la técnica de WB. Estos lisados 
provienen de células HEK293T que fueron transfectadas con un plásmido que 
codifica para el receptor AT1 o AT2 unidos a una proteína de fusión DDK 
(Origene). El resultado confirma la especificidad de los anticuerpos utilizados, 
observándose una banda predominante en los lisados positivos, es decir los 
que sobreexpresan los receptores, y una disminución clara de la banda en el 
control negativo, consistente en el lisado del mismo tipo celular, transfectado 
con el vector vacío. 
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3.3.5  ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 
Determinación de la actividad de la enzima convertidora de AII 
La actividad del enzima ECA fue medida for fluorimetría, usando un 
substrato análogo de la ECA, hippuryl-L-leucine (Hip-His-Leu) como describe 
Hemming y col. (Hemming y col., 2007). Este ensayo consiste en cuantificar la 
generación del producto His-Leu que se produce por el corte proteolítico del 
enzima, que se marca para emitir fluorescencia, la cual es medida en un lector 
de placas Infinite M200 (TECAN). Finalmente, la actividad fue expresada como 
nmoles de His-Leu producidos por mg de proteína por minuto. 
Determinación de la actividad NADPH-oxidasa, 
La actividad del enzima NADPH oxidasa fue medida por 
quimioluminiscencia con lucigenina como sustrato en un lector de placas 
Infinite M200 (TECAN) siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
(Griendling y col., 1994; Hong y col., 2006) con algunas modificaciones. La 
lucigenina genera luminiscencia cuando interacciona con radicales libres tales 
como el anión superóxido, y en la célula, el mayor productor de superóxido es 
el complejo NADPH oxidasa. Los resultados fueron expresados como RLU por 
minuto y por mg de proteína (RLU/ min/ mg proteina). 
3.4  EXPRESIÓN DE GENES 
3.4.1  PCR a TIEMPO REAL (RT-PCR) 
El ARN total de la SN fue extraído con Trizol (Invitrogen) según las 
especificaciones del fabricante. Para obtener el ADN complementario (cADN), 
se partió de 2,5 µg de ARN, y se llevó a cabo una retrotranscripción añadiendo 
en la reacción nucleótidos (dNTP), cebadores y la enzima  transcriptasa inversa 
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MMLV (del inglés, Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase). 
Posteriormente,  se amplificaron los genes de interés mediante una PCR a 
tiempo real (RT-PCR, del inglés Real Time Polymerase Chain Reaction). Estos 
experimentos fueron llevados a cabo con un termociclador iCyclerTM PCR 
(BioRad); Se amplificó en paralelo el gen de la β-Actina como control, y la 
expresión de cada gen de interés se expresó en función a este transcrito 
housekeeping.  Para determinar la expresión relativa del ARNm, se utilizó el 
método comparativo Ct, y los resultados fueron expresados como la media ± 
SEM. 
3.5  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los datos han sido obtenidos al menos tras 3 experimentos 
independientes, y se expresan como la media ±SEM. Normalmente, las 
comparaciones entre 2 grupos experimentales se analizan mediante un t-test 
de Student y las comparaciones múltiples se analizan mediante un test de one-
way ANOVA, seguido por un test posthoc Bonferroni, con el programa 
SigmaStat 3.0 de Jandel Scientific.  Las diferencias se consideran significativas 
a  p< 0,05. 
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TABLAS DE ANTICUERPOS PRIMARIOS: 
Antígeno Especie Tipo 
AT1 Cabra Policlonal 
AT1 Conejo Policlonal 
AT1 Conejo Monoclonal 
AT2 Conejo Policlonal 
GAPDH Conejo Policlonal 
HDAC2 Ratón Monoclonal 





 ATPasa Ratón Monoclonal 
NOX4 Conejo Monoclonal 
P47 phox Cabra Policlonal 
PRR Cabra Policlonal 
PRR Conejo Policlonal 
TUBULINA Ratón Monoclonal 
VDAC Conejo Policlonal 
 Tabla 1. Anticuerpos primarios para WB 
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Antígeno Especie Tipo 
Angiotensina I/ II/ III Cabra Policlonal 
Angiotensinógeno Cabra Policlonal 
AT1 Conejo Policlonal 
AT2 Conejo Policlonal 
CD11b Ratón Monoclonal 
GFAP Ratón Monoclonal 
HLA-DR (169-1B5) Ratón Monoclonal 
HLA-DR (LN-3) Ratón Monoclonal 
IL-1β Cabra Policlonal 
Integrin αM Cabra Policlonal 
NeuN Ratón Monoclonal 
OX- 42 Ratón Monoclonal 
OX- 6 Ratón Monoclonal 
P47 phox Cabra Policlonal 
PRR Cabra Policlonal 
PRR Conejo Policlonal 
TH Ratón Monoclonal 
Tabla 2. Anticuerpos primarios para técnicas inmunocitoquímicas/ 
inmunohistoquímicas 







4.1  Localización del receptor de (Pro)renina en la sustancia 
negra de roedores y primates. 
Rita Valenzuela, Pedro Barroso-Chinea, Begoña Villar-Cheda, Belén Joglar, 
Ana Muñoz, Jose L. Lanciego, and Jose L. Labandeira-Garcia. 2010. Location 
of Prorenin Receptors in Primate Substantia Nigra: Effects on Dopaminergic 
Cell Death.J Neuropathol Exp Neurol 69:1130-1142. 
En varios estudios previos realizados en nuestro laboratorio se ha 
demostrado la relación del SRA con la EP, mostrando que la degeneración 
dopaminérgica puede ser disminuida con el uso de bloqueantes del receptor 
AT1 y poniendo de manifiesto un importante papel de este sistema en la 
función dopaminérgica. Pero los tratamientos con bloqueantes de la AII son 
capaces de retrasar el progreso del proceso patológico, aunque no lo frenan 
por completo 
Recientemente se ha descrito un nuevo receptor capaz de unir tanto 
renina como su precursor, la prorenina, denominado receptor de (pro)renina 
(PRR). La unión de sus ligandos tiene un doble efecto, por una parte aumenta 
la generación de AII al aumentar la actividad catalítica de la renina, y por otra 
confiere actividad al precursor inactivo prorenina cuando se une a l mismo. 
Además, desencadena la activación de señales intracelulares. En este trabajo 
queremos averiguar si este nuevo receptor está presente en el cerebro y más 
concretamente en la sustancia negra. Mediante técnicas de 
inmunofluorescencia doble encontramos la presencia del PRR tanto en la 
sustancia negra de primates como en cultivos primarios de rata, y 
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caracterizamos los tipos celulares que presentan este receptor, encontrándolo 







4.2  Expresión de angiotensinógeno y receptores de 
angiotensina y (pro)renina en la sustancia negra de primates 
(mono y humano): evidencia de un sistema renina-angiotensina 
intracelular en la sustancia negra. 
Pablo Garrido-Gil, Rita Valenzuela, Begoña Villar-Cheda, Jose L. Lanciego, 
Jose L. Labandeira-Garcia. 2012. Expression of angiotensinogen and receptors 
for angiotensina and prorenin in the monkey and human substantia nigra: an 
intracellular renin–angiotensin system in the nigra. Brain Struct Funct 218:373–
388. 
Existen numerosos datos previos obtenidos en roedores, que confieren 
al sistema renina-angiotensina (SRA) cerebral un papel importante en la 
degeneración dopaminérgica y ponen de manifiesto, por tanto, una relación 
directa entre el SRA y la Enfermedad de Parkinson (EP). Sin embargo, hasta el 
momento no se ha demostrado la existencia de un SRA local en la sustancia 
negra compacta (SNc) en primates. 
 En este trabajo demostramos la presencia de los componentes más 
importantes del SRA en las neuronas dopaminérgicas, astrocitos y microglía de 
la SNc de mono y humano. Tanto los receptores de AII (AT1 y  AT2) como el 
receptor de pro(renina) (PRR) están presentes en la superficie de las células, 
en neuronas dopaminérgicas y en células de la glía. Sin embargo, los 
receptores AT1, AT2 y PRR, así como el Angiotensinógeno, se observan 
también a nivel citoplasmático y nuclear, lo que sugiere la presencia de un SRA 
intracrino o intracelular presente en la SNc tanto en mono como en humanos. 
En condiciones normales tanto los astrocitos como la microglía de la SNc 
presentan PRR y receptores de AII aunque la inmunoreactividad en estos tipos 
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celulares es más débil que la observada en las neuronas dopaminérgicas. Sin 
embargo, en condiciones patológicas, se incrementa la actividad del SRA en 
estas células gliales, según  hemos observado en experimentos previos con 
modelos animales de la EP en roedores. Los resultados de este trabajo y de 
trabajos previos en roedores, reafirman la importancia del SRA en la función 





4.3  Estudio del sistema renina-angiotensina intracelular: 
localización de receptores de angiotensina mitocondriales en 
neuronas dopaminérgicas. 
Rita Valenzuela, Javier Iglesias-Gonzalez, Emma Perez-Costas, Begoña Villar-
Cheda, Miguel Melendez-Ferro, Ramón Soto-Otero and José L. Labandeira-
Garcia. 2014. Intracelular brain renin-angiotensin system. Mitochondrial 
angiotensin receptors in dopaminergic neurons. Submitted. 
La disfunción mitocondrial ha sido asociada desde hace tiempo con 
determinadas enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de 
Parkinson (EP). Por otra parte, se ha demostrado la existencia de una relación 
directa entre el sistema renina-angiotensina (SRA) cerebral y la EP. Estudios 
recientes llevados a cabo en nuestro laboratorio apoyan la existencia de un 
SRA intracelular o intracrino en el cerebro, concretamente en la sustancia 
negra. 
En este trabajo observamos la presencia de los principales receptores 
de angiotensina, AT1 y AT2, en neuronas dopaminérgicas y en mitocondrias 
aisladas a partir de mesencéfalo ventral de rata. Demostramos que estos 
receptores mitocondriales son funcionales ya que la activación de los 
receptores AT1 produce una pérdida de la eficiencia respiratoria, acompañada 
de una disminución del potencial de membrana mitocondrial y un aumento del 
estrés oxidativo. Por otra parte, la activación de los receptores AT2 
mitocondriales produce un aumento del nivel de acoplamiento del proceso 
respiratorio, manteniendo el potencial de membrana mitocondrial y el nivel de 
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estrés oxidativo. También hemos observado un aumento de los receptores AT1 
mitocondriales y una disminución de los receptores AT2 mitocondriales durante 
el envejecimiento, que concuerda con la disfunción mitocondrial asociada al 
envejecimiento normal, que es el mayor factor de riesgo de padecer EP. 
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Intracellular brain Renin-Angiotensin system. Mitochondrial 
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Abstract 
Over the last decade, we have obtained a considerable amount of experimental data that 
suggest a major role for the brain Renin-Angiotensin system (RAS) in Parkinson´s 
disease (PD). In the present study, we observed AII type 1 and 2 receptors (AT1 and 
AT2) in mitochondria from rat brain and, particularly, in dopaminergic neurons. The 
stimulation of mitochondrial AT1 led to a loss of respiratory efficiency and a decrease 
in mitochondrial membrane potential, as well as an increase in superoxide production. 
Mitochondrial AT2 stimulation produced an increase in the level of respiratory coupling, 
without significant changes in membrane potential and superoxide production. The 
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present results show that AT1 receptors are predominantly located in the cell membrane 
and nucleus, while mitochondria express predominantly AT2 receptors. The functional 
data suggest that mitochondrial AT2 receptors may counteract or modulate at the 
mitochondrial level the pro-oxidative effects of AII stimulation of the surface and 
mitochondrial AT1 receptors. In mitochondria isolated from ventral mesencephalon of 
aged rats, we have observed an increase in mitochondrial AT1 expression and a 
decrease in mitochondrial AT2 expression relative to mitochondria from young rats, 
which is consistent with the mitochondrial dysfunction associated to normal aging, and 
that is a major risk factor for the development of PD. 
Introduction 
A number of recent studies suggest that neuroinflammation and oxidative stress play a 
pivotal role in the progression of Parkinson´s disease (PD), and the renin-angiotensin 
system (RAS) plays a key role in the initiation and perpetuation of inflammation and 
oxidative damage in several tissues (Griendlinget al., 2000; Ruiz-Ortega et al., 2001; 
Suzuki et al., 2003; Zalba et al., 2001). In PD, there has been some discussion as to 
whether oxidative stress is a primary event or a consequence of other pathogenic factors. 
However, dopaminergic degeneration is unquestionably mediated by overproduction of 
reactive oxygen species (ROS). 
RAS was initially considered as a circulating humoral system, which function is 
the regulation of blood pressure. Angiotensin II (AII) is the most important effector 
peptide, and is formed by the sequential action of two enzymes, renin and angiotensin 
converting enzyme (ACE), on the precursor angiotensinogen. The actions of AII are 
mediated by two main cell receptors: AII type 1 and 2 receptors (AT1 and AT2) (Allen 
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et al., 1998; Unger et al., 1996). It has been shown that, in addition to the “classical” 
humoral RAS, there exists a second RAS, local or tissular RAS, in many tissues, 
including brain tissue (Ganong et al., 1994; Re, 2004). In recent studies, we have 
demonstrated the presence of local RAS in the substantia nigra compacta (SNc) and 
striatum in rodents and primates, including humans (Garrido-Gil et al., 2013; Joglar et 
al., 2009; Labandeira-Garcia et al., 2012, 2013; Rodriguez-Pallares et al., 2008; 
Valenzuela et al., 2010). We have also demonstrated that overactivation of local RAS, 
via AT1 receptors, exacerbates neuroinflammation, oxidative stress, and dopaminergic 
cell death, all which were inhibited by treatment with ACE inhibitors (Lopez-Real et al., 
2005; Muñoz et al., 2006) or AT1 receptor antagonists (Joglar et al., 2009; Rey el al., 
2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008). 
Some recent studies support the existence of a third level in RAS, an 
intracellular or intracrine RAS, in addition to the classical humoral RAS (Baker et al., 
2004). Several transmembrane receptors are known to accumulate in nuclei, particularly 
in nuclear membranes, and in the cytoplasm. The observed intracellular location of 
angiotensin receptors supports the possibility of an intracellular function for AII, in 
addition to the effects induced by activation of cell surface AT1 and AT2 receptors. 
AT1 dependent internalization of AII has been described in a number of different cell 
types (Chen et al., 2000; Eggena et al., 1996; Lu et al., 1998). However, a number of 
recent observations in several types of cells suggest that some AII may be formed and 
act intracellularly (Baker et al., 2004). In recent studies, we have observed an apparently 
intracellular RAS in the SNc of mammals, including primates and humans (Garrido-Gil 
et al., 2013). We have also observed for the first time prorenin receptors (PRRs) in 
nigral dopaminergic neurons and microglial cells in monkeys and rats, not only at the 
cell surface but also intracellularly (Valenzuela et al., 2010). Therefore, our 
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observations support the existence of an intracellular/intracrine RAS in the brain, and in 
the SNc in particular, as previously suggested for other cell types (Lavoie et al., 2004; 
Re, 2003). An intracellular location of angiotensin receptors in the mitochondria would 
indicate an important role of the intraneuronal RAS on cell survival as mitochondria are 
essential for cell function and regulation of oxidative stress. Moreover, it is known that 
mitochondrial dysfunction plays a major role in several neurodegenerative disorders, 
including PD. In the present study, we investigated the presence and functional role of 
angiotensin receptors in brain mitochondria using rats, mice (wild type and AT1 null 
mice), primary mesencephalic cultures and the MES 23.5 neuronal cell line.  In order to 
exclude possible effects of non-mitochondrial AT1 and AT2 receptors, functional 
studies were carried out in isolated brain mitochondria. 
Materials and methods 
Experimental design 
First, Sprague-Dawley rat brain sections containing substantia nigra, ventral 
mesencephalon (VM) primary cultures and the MES23.5 dopaminergic cell line were 
used to determinate the presence of AII receptors in mitochondria from dopaminergic 
neurons by triple immunofluorescence staining and electron microscopy. In addition, 
pure isolated mitochondria from male rats VM were used to confirm the expression of 
AII receptors in mitochondria by western blot assay. 
Second, mitochondria isolated from rat brain were used to investigate the ability 
of AII receptors to modulate mitochondrial respiration, mitochondrial membrane 
potential and mitochondrial oxidative stress production.  Mitochondria were incubated 
with different compounds in order to assess the effects caused by the stimulation of 
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either AT1 or AT2 on respiratory capacities and membrane potential maintenance; 
Mitochondria were treated with the AT1 agonist, L-162,313 (10 µM) and the AT2 
antagonist PD123,319 (2 µM) or AT1 antagonist, losartan (3 µM) to determinate the 
effect of mitochondrial AT1 stimulation. Furthermore, mitochondria were treated with 
the AT2 agonist CGP-42112A (200 nM) to know the effects induced by activation of 
mitochondrial AT2. The concentrations used in our study for the above mentioned 
compounds were experimentally determined as the most appropriate to evaluate the 




) were used to exclude
off-target effects of the receptor agonists on mitochondrial respiration. Mitochondrial 
oxidative stress production was estimated by superoxide production, the most relevant 
ROS in mitochondria, with a sensitive luminescence-based assay. Finally, western blot 
assays of mitochondria isolated from young adult and aged male Sprague-Dawley 
rats (10 weeks and 20 months respectively) were used to determinate changes in 
mitochondrial AII receptor expression with ageing. 
Primary mesencephalic cultures and cultures of the MES 
23.5 dopaminergic neuron cell line. 
Ventral mesencephalic tissue was dissected from rat embryos of 14 days of gestation 
(E14). The tissue was incubated in 0.1% trypsin (Sigma, St. Louis, MO, USA), 0.05% 
DNase (Sigma), and DMEM (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK) for 20 min at 37°C, 
and then washed in DNase/DMEM and mechanically dissociated. The resulting cell 
suspension was centrifuged at 50×g for 5 min, the supernatant was carefully removed, 
and the pellet resuspended in 0.05% DNase/DMEM to the final volume required. The 
number of viable cells in the suspension was estimated with acridine orange/ethidium 
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bromide. Cells were plated onto 35-mm culture dishes (Falcon, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, USA) previously coated with poly-L-lysine (100 μg/ml; Sigma) and 
laminin (4 μg/ml; Sigma). The cells were seeded at a density of 1.5 × 105 cells/cm2 and 
maintained under control conditions [DMEM/HAMS F12/ (1:1) containing 10% fetal 
bovine serum (FBS; Biochrom KG, Berlin, Germany)]. The cell cultures were 
maintained in a humidified CO2 incubator (5% CO2; 37°C) for 8 days in vitro (DIV; see 
below); The entire medium was removed on day 2 and replaced with fresh culture 
medium. 
Dopaminergic MES 23.5 cells, a gift from Dr. Wei-dong Le (Baylor College of 
Medicine, TX, USA), were cultured in DMEM/F12 containing Sato's components 
growth medium supplemented with 2% FBS, 100 units/ml penicillin and 100 μg/ml 
streptomycin at 37 °C in a humidified CO2 incubator (5% CO2, 95% air) (Crawford 





plastic dishes, glass coverslips previously coated with poly-L-ornithine (P-4638, Sigma; 
10 mg/ml). Cells were stimulated to enhance differentiation by adding dibutyryl-cAMP 
(D0627, Sigma; 1 mM) to the supplemented growth medium. 
Triple immunofluorescence labeling of cultures 
Cultures grown on glass coverslips were incubated with the fluorescence probe 
Mitotracker Deep Red (MTDR; 20nM; Molecular Probes) mitochondrial labeling. After 
mitochondrial staining, cultures were fixed with 4% paraformaldehyde in Dulbecco’s 
phosphate buffered saline (DPBS; pH 7.4) for 20 min, and then were processed for 
double-fluorescence labeling. Cultures were incubated at 4°C with a mouse monoclonal 
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anti-tyrosine hydroxylase (TH; Sigma; 1:30,000) as dopaminergic marker and goat 
polyclonal anti-AT1 (sc-31181; 1:50;  Santa Cruz Biotechnology) or rabbit polyclonal 
anti-AT2 receptor (sc-9040; 1:50; Santa Cruz Biotechnology). The immunoreaction was 
visualized with the fluorescent secondary antibodies: Alexa Fluor 405-conjugated 
donkey anti-mouse IgG (1:200; Abcam) or Biotinylated Horse Anti-Goat IgG (BA9500, 
1:50; Vector Labs) or Biotinylated Swine Anti-Rabbit IgG (1:200; Dako) plus Alexa 
Fluor 488- conjugated Streptavidin (1:2500; Molecular Probes). Co-localization of 
markers was confirmed by confocal laser microscopy (TCS-SP2; Leica, Heidelberg, 
Germany) and use of a sequential scan method to avoid any possible overlap. In all 
experiments, the control cultures, in which the primary antibody was omitted, were 
immunonegative for these markers. 
Electron microscopy. Immunohistochemistry 
for TH, AT1 and AT2 receptors 
Adult male Sprague Dawley rats were deeply anaesthetized with a mixture of 
ketamine/xylazine and perfused with cold saline (0.09% NaCl) followed by a solution 
of 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in phosphate buffer 0.1 M pH 7.4 
(PB). After perfusion, brains were quickly removed from the skull, immersed in the 
same fixative solution overnight at 4ºC and rinsed thoroughly in PB. Free-floating 40 
micron coronal sections were obtained on a vibratome and stored in PB until use. 
Sections containing the substantia nigra were transferred to room temperature citrate 
buffer pH 6.0 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; H-3300) for 5 minutes, 
followed by a 30 minutes bath in citrate buffer at 80ºC. Sections were rinsed 
consecutively in citrate buffer and phosphate buffered saline pH 7.4 (PBS) at room 
temperature, prior to pretreatment with 1% sodium borohydride in PBS for 15 minutes. 
After this pretreatment, sections were rinsed multiple times in PBS, transferred to a 
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solution of 5% hydrogen peroxide in PBS for 30 minutes, followed by multiple rinses in 
PBS. Sections were pre-incubated in 10% normal serum containing 0.01% triton x-100 
in PBS for 1 hour and then incubated for 72 hours at 4ºC with the appropriate primary 
antibody (AT1 goat polyclonal diluted 1:100 or AT2 rabbit polyclonal diluted 1:200, 
Santa Cruz Biotechnologies catalogue number sc-31181 and sc-9040, respectively). 
Sections were rinsed thoroughly in PBS and incubated for 1 hour with the appropriate 
secondary antibodies (biotinylated goat anti-rabbit or horse anti-goat, Vector 
laboratories, USA) diluted 1:400 in PBS containing 0.01% triton x-100, rinsed in PBS 
and incubated with an avidin-biotin-complex kit (Vector PK6100, diluted 1:100) for 1 
hour at room temperature. Sections were rinsed multiple times in PBS, developed using 
3,3'- diaminobenzidine peroxidase kit (Vector SK4100), and rinsed in PBS. In addition, 
contiguous sections to the ones labelled for AT1 and AT2 were immunolabeled for TH 
to facilitate the precise demarcation of the substantia nigra at the light microscope. 
Sections immunolabeled for AT1 or AT2 as well as TH were rinsed in PB, 
transferred to a solution of 1% osmium tetroxide in PB for 1 hour at room temperature, 
and rinsed in PB prior to gradual dehydration in 50% to 70% ethanol. After this, 
sections were transferred to a contrast solution containing 1% uranyl acetate in 70% 
ethanol for 1 hour at room temperature. Sections were then rinsed in 70% ethanol to 
remove the excess of uranyl acetate and gradually dehydrated in 5 minutes baths of 70 
to 100% ethanol. Sections were cleared in propylene oxide and gradually infiltrated 
with Epon resin by sequential immersion in a 2:1 mixture of propylene oxide and Epon 
resin (30 minutes), 1:1 mixture of propylene oxide and Epon (1 hour), 1:2 mixture of 
propylene oxide and epon (1 hour), and finally transferring the sections to Epon resin 
overnight at 4ºC. The following day the sections were transferred to freshly prepared 
Epon resin for 1 hour at room temperature, flat embedded, and allowed to polymerize 
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for a minimum of 72 hours at 60ºC. After flat embedding was completed, the substantia 
nigra was clearly identified in a bright field microscope and re-dissected for 
ultramicrotomy. Semi-thin and ultrathin sections were obtained using a Leica EM UC6 
ultramicrotome (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Semi-thin sections (1µm 
thick) stained with toluidine blue were used to map the location of dopaminergic 
neurons, collecting immediately after ultrathin sections (90 nm thick), which were 
placed on copper grids and observed and photographed using a Hitachi TEM model H-
7650-II (Hitachi, Japan) equipped with an AMT digital camera (Danvers, MA). Finally, 
dopaminergic cells soma diameter was measured at the electron microscope in nine 
randomly selected neurons photographed at 7000-8000 magnification. Image J was used 
to perform diameter measurements by setting a scale and drawing 2 perpendicular lines 
passing through the nucleolus, which yielded the largest and smallest diameter of the 
soma. 
Specifity of antibodies 
The specificity of the antibodies used for western blot and immunolabeling studies has 
been established in previous studies: AT1 sc-31181 (Giles et al., 1999), AT2 sc-9040 
(Ruiz-Ortega et al., 2003; Obermüller et al., 2004). In addition, the specificity of the 
antibodies used in the present study was confirmed in our laboratory by preadsortion 
with the corresponding synthetic peptide antigen (Rodriguez-Perez et al., 2010). In the 
present work, we used an additional approach to validate the specificity of the 
antibodies: western blot analysis of lysates from HEK293 cells transfected with AT1 or 
AT2 tagged to fusion tail DDK (Origene). The result confirm the specify of the 
antibodies used as we observed a predominant immunoreactive band in positive 
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transfected lysate compared to negative control, which consist in an empty vector 
transfected lysate (Fig. 1). 
Mitochondrial isolation 
For membrane potential measuring and high-resolution respirometry, adult male 





subjected to overnight food deprivation, stunned with carbon dioxide, and sacrificed by 
decapitation. The forebrain were dissected and pooled together into 30 mL of ice-cold 
isolation buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 5 mM HEPES, and 1 mg/ml fatty 
acid free BSA; pH 7.4). After homogenization, mitochondria were isolated by 
differential centrifugation as previously described (Iglesias-González et al., 2013). This 
procedure yields 8-10 mg of protein per rat brain and 5-8 mg per mouse brain, using the 
method of Bradford (Bradford, 1976) for the determination of protein concentration. 
Mitochondria prepared following this protocol were used to measure respiration by 
high-resolution respirometry and transmembrane potential. These mitochondria remain 
active for 3-4 hours, as proved by the unchanging value obtained for flux control ratios. 
All the isolation procedure was carried out at 4 ºC in order to maintain the temperature 
under control throughout the process. 
For western blot and enzymatic activity assays, mitochondria from rat VM were isolated 
and purified according to the protocol described by Sims and Anderson with some 
modifications (Sims and Anderson, 2008). This protocol combines differential 
centrifugation and discontinuous Percoll density gradient centrifugation to isolate 
especially pure mitochondria with little contamination by synaptosomes and myelin. Rat 
VM was removed and washed out with cold isolation buffer (0.32M sucrose, 1mM 
EDTA and 10mM TRIS; pH 7.4). Tissue was cut into small pieces, and transferred to a 
Dounce homogenizer with 12% Percoll solution, then was homogenized on ice using a 
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loose glass pestle and a tight pestle. The homogenate was slowly layered on previously 
prepared discontinuous Percoll gradient consisting of 26% Percoll layered above 40% 
Percoll, and was centrifuged in a fixed-angle rotor at 30,700Xg at 4ºC for 5 minutes. 
This centrifugation produced three separate bands, and carefully, with a glass Pasteur 
pipette, the enriched mitochondrial fraction, appearing at the interface between the 26% 
and 40% Percoll layers, was removed.  Mitochondrial fraction was diluted by adding 
isolation buffer and again centrifuged at 16,700Xg at 4ºC for 10 minutes. This resulted 
in a mitochondrial pellet that was gently resuspended in the residual supernatant. Finally, 
the pellet was resuspended in isolation buffer and centrifuged at 7,300Xg 4ºC for 10 
minutes, obtaining a new pellet of pure mitochondria’s that was used for western blot 
and enzymatic activity assays. 
Western Blot of mitochondria from rat ventral mesencephalon 
Isolated mitochondria from VM protein concentrations were quantify with the Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Fremont,CA, USA). Equal amounts of 
protein were separated by 5-10% Bis-Tris polyacrylamide gel, and transferred to 
nitrocellulose membrane. The membranes were incubated overnight with primary 





 -ATPase α1 (sc-21712, 1:200), HDAC2 (sc-56685, 1:200), AT1
(sc-31181, 1:200), and AT2 (sc-9040, 1:200) from Santa Cruz biotechnology and rabbit 
monoclonal antibody to Nox4 (ab133303, 1:800) from Abcam. The HRP-conjugated 
secondary antibodies used were Protein A (1:5,000) (NA9120V; GE Healthcare), 
chicken anti-mouse IgG-HRP (sc-2954, 1:2,500) and donkey anti-goat IgG-HRP (sc-
2020, 1:2,500) from Santa Cruz biotechnology. Inmunoreactivity was detected with an 
Inmun-Star
TM
 HRP Chemiluminescent Kit (170-5044, Bio Rad) and imaged with a
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chemiluminiscence detection system (Molecular Imager ChemiDoc XRS System, Bio 
Rad). 
Mitochondrial membrane potential 
Mitochondrial membrane potential of mitochondria isolated from rat brain was 
measured using the sensitive lipophilic cationic probe fluorochrome 5,5’, 6, 6’-
tetrachoro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) from Sigma as 
previously described (Sareen et al., 2006). Isolated mitochondria were treated with 
different compounds and respiratory substrates for 10 minutes at 37ºC. The sample (n= 
7) was then stained with JC-1 (0.2 µg/ml), previously incubated on ice for 20 minutes,
and red fluorescence of the dye agglomerates was measured for 15 minutes (excitation / 
emission wavelength= 490 nm / 590 nm) in a fluorescent plate reader (Tecan, Infinite 
M200). Valinomycin (0.5 µg/ml), a potassium ionophore, was used as a control so that  
it permeabilizes the mitochondrial membrane for K
+
 ions, and thus, dissipates the
mitochondrial electrochemical potential and prevents JC-1 aggregation. 
High-resolution respirometry 
Respiration was measured by high-resolution respirometry at 37 ºC using in each 
chamber of the respirometer (model Oxygraph-2k, OROBOROS Instruments, Innsbruck, 
Austria) 0.5-2 mg protein/mL of isolated mitochondria in the respiration buffer (125 
mM KCl, 5 mM HEPES, 3 mM MgCl2, 2 mM KH2PO4, and 0.5 mM EGTA; pH 7.4) 
as previously described (Iglesias-Gonzalez et al., 2012). Datlab software (OROBOROS 
Instruments) was used for both data acquisition and analysis. In order to assess the 
different respiration capacities we applied a substrate-uncoupler-inhibitor titration 
protocol (SUIT). The substrates used to fuel the electron transport system were 10 mM 
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glutamate + 2 mM malate + 5 mM pyruvate (GMP) for complex I, 10 mM succinate + 
0.1 mM rotenone (S) for complex II, and a mixture cocktail (GMPS) without rotenone 
for complex I+II. Initially, the respiration measurement evaluates LEAK respiration, 
representing the resting rate achieved in the presence of substrates and in the absence of 
added adenilates in the chamber. Then, OXPHOS capacity (active respiration coupled to 
the phosphorylation of ADP) was measured in the presence of substrates with saturating 
ADP (2.5 mM). The maximum electron transport system capacity (ETSmax) or non-
coupled respiration was evaluated using FCCP (0.5-1.5 µM) as an uncoupler. To obtain 
the complex II-linked ETSmax, rotenone was added to the chamber before the inhibition 
of the respiration with antimycin A. For the mouse model, the SUIT protocol was 
modified by adding only complex I substrates to measure respiratory capacities. 
Complex IV activity was assessed adding TMPD plus ascorbic acid in the absence of 
pyruvate to avoid the cycling process that this compound promotes. Respiration was 
finally stopped by addition of sodium azide. 
Superoxide production assay 
Rat brain pure mitochondria fraction from Percoll gradient was directly assayed for 
superoxide (O2
.-
) production using lucigenin-enhanced chemiluminescence (Gorin et al.,
2003; Block et al., 2009). Lucigenin is an acridylium dinitrate compound that emits 
light on reduction and interaction with superoxide anion that is quantified to measure 
the production of O2
.-
. Thirty µg of mitochondria (n= 5) were incubated for 10 min at
37ºC with or without the AT1 or AT2 receptor agonist in 50 mM phosphate buffer, pH 
7.0, containing 1 mM EGTA and 150 mM sucrose. Five µM lucigenin and 100 µM 
NADPH were then added to start the reaction. Photon emission in terms of relative 
chemiluminescence units (RLU) was measured every 20 s for 10 min in a luminometer 
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plate reader (Tecan, Infinite M200). There was no measurable activity in the absence of 
NADPH. Two NOX4 inhibitors, diphenyleneiodonium (DPI) (5 µM) and Thioridazine 
(10 µM), were used in order to know the amount of O2
.-
 production due to this
mitochondrial member of the NOX / NADPH oxidase family. 
Cytochrome C oxidase activity 
Isolated mitochondria cytochrome C oxidase activity (COX) was measured using a 
commercial kit according to manufacturer's specifications (KC310100, Biochain). COX 
activity was measured by detecting the decrease in absorbance at 550 nm of 
ferrocytochrome c in a 96-well plate, caused by its oxidation to ferricytochrome c by 
citochrome c oxidase. Ten µg of isolated mitochondria protein with 0.1% of DTT were 
assayed adding ferrocytochrome c substrate and reading the absorption at 550 nm 
immediately during 55 seconds. Calculation of Unit/ml citochrome c oxidase activity of 
each sample was done using the molar absorbance coefficient 21.84 for 
ferrocytochrome c and ferricytochrome c at 550 nm. 
Results 
Colocalization of angiotensin receptors with mitochondria in dopaminergic neurons 
Triple immunofluorescence and confocal microscopy were used to investigate whether 
the dopaminergic neurons expressed AT1 and AT2 receptors in mitochondria. Series of 
confocal images were obtained every 0.7 µm in the Z-axis level by use of a sequential 
scan method. Analysis of the photographs at central cell levels reveals whether the 
labeling was located as a peripheral ring (suggesting membrane labeling) or throughout 
the cytoplasm. Dopaminergic neurons were identified by their TH-immunoreactivity, 
and mitochondria were labeled with the specific probe Mitotracker Deep Red (MTDR), 
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which showed a pattern characteristic of the mitochondrial network (Fig. 2 B, F, J, and 
N). In primary cultures and the dopaminergic neuron cell line MES 23.5, dopaminergic 
neurons showed intense inmunoreactivity to TH antibody (Fig. 2 A, E, I, M). Labeling 
for AT1 receptors was intense at the periphery of the cells, suggesting the presence of 
receptors at the cell surface, and also within the neurons, at cytoplasmic and nuclear 
level (Fig 2 C, K). The colocalization of AT1 with the specific probe MTDR showed 
that many of the AT1 receptors had mitochondrial localization, although some 
mitochondria were negative for AT1 labeling (Fig 2 D, L). On the contrary, AT2 
receptor labeling appeared particularly intense in the cytoplasm, although weaker 
labeling was distinguished at the cell surface (Fig. 2 G, O). At cytoplasmic level, the 
AT2 labeling showed the same pattern as the mitochondrial labeling, suggesting a 
strong presence of this receptor in mitochondria of dopaminergic neurons (Fig. 2 H, P). 
Identification of the mitochondrial angiotensin receptors in dopaminergic neurons by 
electron microscopy 
Electron microscopy samples were obtained from the densely packed dopaminergic cell 
clusters of the substantia nigra compacta. At the electron microscope, dopaminergic 
cells showed large size, rich cytoplasmic content and dense condensation of the 
nucleolus. Somas were oval-shaped, with the large diameter averaging 22.66±2.69 µm 
and the small diameter averaging 17.27±3.08 µm in length at the electron microscope. 
AT1 and AT2 presented similar distribution within dopaminergic neurons. Labeling for 
both receptors was present in the cytoplasm of dopaminergic neurons associated with 
different organelles and cytoplasmic structures. More specifically, labeling was 
frequently observed in mitochondria, mainly located in the outer membrane, although in 
some cases labeling was also observed in the cristae. In addition, labeling for both 
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receptors was also observed in the rough endoplasmic reticulum (RER), and in clusters 
of free ribosomes. Frequently, the clusters of free ribosomes were located in close 
vicinity to labeled mitochondria. The presence of AT1 and AT2 labeling was frequently 
observed also in neuronal processes associated with mitochondria and clusters of free 
ribosomes (Fig. 3). 
Presence of angiotensin receptors in isolated mitochondria 
Mitochondria were isolated from the ventral mesencephalon using a protocol based on 
the separation of organelles by ultracentrifugation in a preformed Percoll gradient (Sims 
and Anderson, 2008) and the purity of the sample was demonstrated by the absence of 
different cellular compartment markers, such as histone deacetylase 2 (HDAC2), 
specific for nuclei fraction, α-Tubulin that is only present in cytosol, and Na+K+ -
ATPase pump, which is a plasma membrane marker. Mitochondrial fraction was 
confirmed by the presence of a mitochondrial marker such the Voltage-dependent anion 
channel (VDAC), located on the outer mitochondrial membrane. We observed the 
presence of the main angiotensin receptor types, AT1 and AT2, in mitochondria. 
Compared with total homogenate prior to isolation of mitochondria, there is a clear 
difference in the abundance of each receptor subtype; while AT1 appears less abundant 
in mitochondria, AT2 expression is similar to that of the total homogenate (Fig. 4). 
Effects of mitochondrial angiotensin receptors on transmembrane potential 
Mitochondrial angiotensin receptor effects in transmembrane potential were tested using 
the sensitive lipophilic cationic probe fluorochrome 5,5’, 6, 6’-tetrachoro-1,1’,3,3’-
tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1). Red fluorescence intensity was 
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monitored. A decrease in fluorescence levels indicates the inability of the dye to form 
aggregates in the mitochondria, which is due to a decrease in transmembrane potential. 
Rat brain isolated mitochondria were incubated with the AT1 agonist L-162,313 
and AT2 agonist CGP-42112A at 10 µM and 200 nM, respectively. For a control assay, 
the potassium ionophore Valinomycin was added to the sample at a final concentration 
of 0.5 µg/ml which led to a loss of about 50% transmembrane potential compared with 
non-treated mitochondria. Ours results show that stimulation of isolated mitochondria 
with the AT1 agonist L-162,313 produced a significant loss of transmembrane potential. 
These assays were carried out by energizing mitochondria through Complex I, by 
adding piruvate and malate, and also through mitochondrial Complex II by the use of 
succinate. On the contrary, AT2 receptor agonist CGP-42112A did not affect 
transmembrane potential either if it was made through Complex I or II (Fig. 5). 
Because the AT1 agonist L-162,313 may have slight agonist effects on AT2 in 
some situations (Wan et al., 2004), we used the AT1 antagonist losartan before 
incubation with the agonist in order to confirm the effect of AT1 activation. Losartan 
incubation resulted in a reduction in the dissipation of transmembrane potential induced 
by L-162,313, confirming that transmembrane potential dissipation was due to the AT1 
receptor action. A second confirmation was obtained by the blockage of AT2 receptors 
using the AT2 antagonist PD123,319 (2 µM), which did not affect the level of 
transmembrane potential dissipation induced by the AT1 agonist (Fig. 5). 
Effects of mitochondrial angiotensin receptors on mitochondrial respiration 
Bioenergetic studies were carried out using isolated rat brain mitochondria in the 
presence of active compounds for either AT1 (10 µM L-162,313 + 2 µM PD123,319) or 
AT2 (200 nM CGP-42112A) with substrates that feed electrons through the different 
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metabolic pathways of the electron transport system. As shown in Figure 6A, a 
significant decrease in the OXPHOS capacity linked to complex I was observed when 
AT1 or AT2 were stimulated. As illustrated in Fig. 6B, our data also demonstrated the 
existence of a gradual effect of AT2 stimulation on mitochondrial respiration linked to 
the concentration of the agonist (50-1000 nM), which was mediated by the action of 
nitric oxide as a second messenger. This latter showed up by the reversion of the effect 
by the presence of L-NAME (100 µM). We found that 200 nM is the optimum 
concentration of the AT2 agonist CGP-42112A to achieve a significant respiration 
inhibition (~50%) when using a mitochondria protein concentration of 1mg/mL. In a 
similar way, OXPHOS capacity for complex I+II decreased by activation of both AT1 
and AT2 (Fig. 6A). The assessment of the non-coupled state (ETSmax) when AT1 was 
stimulated by agonists revealed a decrease in the respiration capacity linked to both 
complex I and complex I+II. In addition, complex IV activity was also evaluated and 
showed a significant decrease for AT1 activation (Fig. 6A). 
Flux control ratios were evaluated as coupling control ratios in order to 
understand the control exerted by each metabolic pathway on mitochondrial respiration. 
The limitation of OXPHOS capacity by the phosphorylation system and the degree of 
control exerted by the system is expressed as the P/E index (i.e., OXPHOS/ ETSmax). 
Our data showed a significant decrease in P/E when AT2 was stimulated, suggesting a 
higher control of the oxidative phosphorylation when this pathway is active. Finally, the 
leakiness of the organelle is obtained by the L/E ratio (i.e., LEAK/ETSmax) which is a 
valuable estimation for the coupling degree of the respiration process. Our results 
demonstrate a significant increase in coupling when AT2 is active and a loss of 
respiratory efficiency linked to AT1 activation (Table 1). 
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Respiration assessment on mouse models was carried out using Agtr1
-/-
 mice
lacking AT1a and wild type C57BL/6 mice as a control. The use of a knockout model 
allows us to confirm the pharmacological specifity of the compounds used. As shown in 
Fig. 7, the OXPHOS capacity and ETSmax of mitochondria from wild type mouse 
decreased significantly when AT1 was stimulated by the agonist (L-162,313) but it had 
no effect on Agtr1
-/-
 mouse mitochondria (Fig. 7A-B). The stimulation of AT2 induces a
marked decrease in OXPHOS respiration in both wild type and Agtr1
-/-
 mice, which
mimics the effect observed in rat brain mitochondria. 
Effects of mitochondrial angiotensin receptors in superoxide production. Role of 
mitochondrial Nox4. 
Mitochondrial superoxide production was measured using lucigenin-enhanced 
chemiluminescence (Gorin et al., 2003; Block et al., 2009). In isolated mitochondria, 
our results show that stimulation of AT1 receptor with the AT1 agonist L-162,313 
results in an increase in levels of superoxide.  However, we did not observe any change 
in superoxide levels when mitochondria were treated with the AT2 agonist CGP-
42112A (Fig. 8A). The major sources of ROS in the cell are NADPH oxidases / Nox 
proteins and the mitochondria electron transport chain. In mitochondria and nucleus, 
Nox4 has been shown to be the main form of the Nox protein family member (Block et 
al., 2009; Case et al., 2013). In the present study, the presence of Nox4 in the rat brain 
isolated mitochondria fraction was demonstrated by WB. The mitochondrial fraction 
was well characterized by the absence of other cellular compartment markers. A 
specific rabbit monoclonal antibody to Nox4 was used, obtaining a band of 60 kDa, 
which was close to the expected mw and increased with the amount of mitochondrial 
sample loaded in the SDS gel (Fig.8B). 
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To clarify the role of Nox4 in superoxide production, we tested the effect of DPI, 
which is the most commonly used inhibitor to block Nox activity (Lambeth, 2004). As 
DPI may also prevent other superoxide-producing flavoproteins such as nitric oxide 
synthases (Lassegue and Clempus, 2003), we used a second Nox inhibitor to confirm 
the results. Thioridazine, an anti-psychotic drug, has been shown to be a selective 
inhibitor of Nox4 activity (Serrander et al., 2007). In the present study, treatment of 
isolated mitochondria with the AT1 agonist L-162,313 together with DPI led to 
inhibition of total superoxide production by 34%. The remaining superoxide is probably 
related mitochondrial electron leakage at the ETC or other sources. In brain isolated 
mitochondria, L-162,313 and Thioridazine treatment resulted in an inhibition of 
superoxide production (approximately 37%), which confirmed the results observed with 
DPI (Fig. 8A). 
Mitochondrial angiotensin receptors and aging 
In the substantia nigra (SN) of rats we have previously shown that AT1 receptor 
expression increases and AT2 receptors expression decreases with age (Villar-Cheda et 
al., 2012, 2014). In the present study, we investigated if this also occurs in 
mitochondrial angiotensin receptors. Our results confirmed the same tendency observed 
in whole tissue homogenates. In isolated mitochondria, expression of mitochondrial 
AT1 increased with age while mitochondrial AT2 showed a lower expression (Fig. 9). 
Furthermore, using identical isolation procedures, we obtained a large difference in 
protein concentration between isolated mitochondria from young and old male rats. 
Mitochondria isolated from old rats had almost half the protein concentration, measured 
by BCA assay (Pierce), than those from young rats. This is not surprising since it is 
known that the number and mass of mitochondria decreases with age, which alters the 
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results of protein expression quantification between both groups of animals. Therefore, 
the cytochrome c oxidase activity assay (COX activity) was used to normalize the data 
obtained from AT1 and AT2 receptor expression performed by WB technique, which 
provides more accurate estimation of mitochondrial content (Fig.9). We confirmed 
these data with citrate synthase activity that provides estimation of mitochondrial 
volume (data not shown) (Picard et al., 2010). 
Discussion 
Mitochondria have an important role in ageing-related neurodegenerative disorders, 
including PD. A number of previous studies have shown that mitochondrial dysfunction 
play a major role in the degeneration of dopaminergic neurons and the pathogenesis of 
PD (Swerdlow, 2009). The substantia nigra of PD patients shows reduced activity of 
mitochondrial respiratory electron transport chain NADPH dehydrogenase (complex I) 
and complex I inhibitors such as rotenone, MPTP and other pesticides cause 
neurological changes similar to PD (Federico et al., 2012; Schapira, 2008). Our 
previous results support the existence of an intracellular or intracrine RAS in 
dopaminergic neurons of some mammal species, including humans (Garrido-Gil et al., 
2013; Labandeira-Garcia et al., 2012; Valenzuela et al., 2010). The presence of AII 
receptors at intracellular level suggests an intracellular function for AII.  The present 
results show, for the first time, the presence of the main AII receptors, AT1 and AT2, in 
mitochondria of rat dopaminergic neurons and mitochondria isolated from rat ventral 
mesencephalon. Electron microscopy results show labeling for both receptors in the 
cytoplasm of rat dopaminergic neurons, including mitochondria. In mitochondria, 
labeling was mainly located in the outer membrane, although it was also observed in the 
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cristae. In addition, we observed colocalization of AII receptors (AT1 and AT2) with 
probe-stained mitochondria of dopaminergic neurons in VM primary cultures and 
dopaminergic cell line MES 23.5. We corroborated these results in mitochondrial 
fractions isolated from rat mesencephalon, which purity was assessed by confirming the 
absence of other cellular compartment markers (nuclei, plasma membrane or cytosol). 
We showed a different distribution of both AII type receptors. AT2 is mainly 
cytoplasmic, and colocalizate with mitochondrial labeling and AT1 has more superficial 
and nuclear distribution, although we also found AT1 receptors at mitochondrial level. 
The present results are consistent with those of our previous study showing a similar 
distribution of AII receptors in dopaminergic neurons of monkey and humans (Garrido-
Gil et al., 2013).  Furthermore, there is a clear difference in the expression of AT1 and 
AT2 in WB of mitochondrial fraction, which showed that AT2 is clearly more abundant 
compared to AT1 receptor in isolated mitochondria from rat ventral mesencephalon. 
Our results are consistent with a recent work that describes the presence of 
mitochondrial AT1 and AT2 in other cell types, particularly in mouse cardiac and liver 
tissue (Abadir et al., 2011). Furthermore, other authors have observed an association 
between mitochondrial dysfunction and RAS, which may lead to hypertension (Re and 
Cook, 2010). 
The present study shows that the stimulation of AT2 by the AT2-agonist CGP-
42112A causes a decrease in OXPHOS capacity, which agrees with previously reported 
data using rat heart mitochondria (Abadir et al., 2011). A similar effect was observed 
with the stimulation of AT1, thus the data show that a reduction in OXPHOS capacity 
can be achieved by the stimulation of both types of angiotensin receptor (AT1 or AT2). 
We have also found that the inhibition of the activity of nitric oxide synthase (NOS) by 
L-NAME reverses the reduction in the OXPHOS capacity induced by the activation of 
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AT2, which indicates the mediation of nitric oxide (NO) in this process. Furthermore, 
the reduction in OXPHOS capacity by activation of angiotensin receptors (AT2 and 
AT1) was independent of the use of CI or CI+CII for electron flux to the electron 
transport system. However, only the stimulation of AT1 caused a significant decrease in 
ETSmax, an effect that was observed with the use of substrates linked to CI or CI+CII. 
AT2 stimulation caused a significant decrease in both OXPHOS/ETSmax (P/E) and 
LEAK/ETSmax (L/E) indexes, which indicates that AT2 stimulation improves the 
respiratory control, reduces proton leaking, and improves the respiration coupling, and 
consequently increases the efficiency of the phosphorylation (Gnaiger, 2009). The 
stimulation of AT1 increases proton leaking (increase in L/E) without inducing any 
change in the control capacity of the phosphorylation (no change in P/E). The potential 
consequence of the here reported effects caused by AT2 stimulation may be a more 
efficient mitochondrial bioenergetics achieved by an increase in the control of 
OXPHOS respiration (Gnaiger, 2009) without affecting ATP production (Clerk et al., 
2007). On the contrary, the expected consequence of AT1 stimulation could be an 
alteration in the redox balance caused by a decrease in the performance of both 
OXPHOS and ETSmax, which may contribute to generate oxidative stress through an 
increase in the formation of O2
.
 derived from the here reported inhibition of electron
flow at the level of Complex IV. These results were confirmed with the use of AT1 
knockout mice and C57BL/6 wild type mice. The wild type mice showed similar effects 
than those observed in rat brain mitochondria, but the AT1 KO mice did not show any 
significant effect when mitochondria were treated with the AT1 agonist, which 
confirmed the specifity of the compound. 
It is known that ROS cell production is mainly due to mitochondria and NADPH 
oxidase complex (NOX). Our previous studies with PD animal models show that AII, 
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via surface AT1 receptors, increases the oxidative stress due to membrane NADPH 
oxidase activation (Joglar et al., 2009; Rey et al., 2007; Rodriguez-Pallares et al., 2008). 
Within the mitochondria, the primary site of ROS generation is the electron transport 
chain (ETC): leakage of electrons at complex I and complex III leads to partial 
reduction of oxygen to form O2
.-
. It has been estimated that 0.2% to 2% of O2 consumed
by mitochondria generates O2
.- 
(Li et al., 2013; Zhang and Gutterman, 2006). The
isoform Nox4 is a member of NADPH oxidase family that has been localized in 
intracellular membranes of cardiomiocytes, endothelial cells nuclei and renal cells 
mitochondria (Ago y col., 2010; Block y col., 2009; Kuroda y col., 2005). In the present 
study, we have shown the expression of Nox4 in mitochondria isolated from ventral 
mesencephalon. This result is supported by recent studies that observed Nox4 is in a 
catecholaminergic cell line and neural stem cells (Case y col., 2013; Topchiy et al., 
2013). Furthermore, it has been demonstrated that Nox4 is an enzyme that contains a 
putative mitochondrial localization signal and localizes into the mitochondria of human 
mammary epithelial cells (Block et al., 2009; Graham et al., 2010; Kuroda et al., 2010). 
Our functional studies show that activation of mitochondrial AT1 receptors induces an 
increase in O2
.- 
production, via mitochondrial Nox4, which is consistent with that
previously observed with surface AT1 and membrane NADPH oxidase. Furthermore, 
this is consistent with the results of several studies that demonstrated the involvement of 
Nox4 in mitochondrial O2
.-
 production by the use of small interfering RNA (siRNA) in
isolated mitochondria from renal cells (Block et al., 2009). It was suggested that there is 
a link between AII activation of endogenous mitochondrial Nox4 and mitochondrial 
dysfunction because Nox4-mediated production of intracellular ROS facilitates the 
depolarization of mitochondrial membrane potential and the release of cytochrome c 
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(Kim et al., 2012). Our results support this hypothesis as we observed a decrease in 
membrane potential when mitochondrial AT1 receptors are activated. 
In addition to the above described effect of mitochondrial AT1 receptors, 
activation of surface AT1 receptors and NADPH-oxidase may affect the mitochondrial 
function. A number of studies have shown a ROS-mediated interaction (i.e., cross-talk 
signalling) between the membrane NADPH oxidase complex and the mitochondria (i.e., 
ROS-induced ROS release: RIRR). Based on the mechanisms of RIRR, ROS generated 
by the membrane NADPH oxidase may serve as a trigger to induce the opening of ATP-
sensitive potassium channels (mitoKATP) leading to the mitochondrial ROS burst 
(Zhang and Gutterman, 2006). This is consistent with a recent study in cultures of 
dopaminergic neurons, in which we have shown that specific inhibition of mitoKATP 
channels produces an inhibition of the AII-induced increase in O2
.-
 production and AII-
induced decrease in mitochondrial membrane potential (Rodriguez-Pallares et al., 2013). 
Mitochondrial AT2 receptor activation did not produce any change in O2
.-
production. However, we observed a relationship between mitochondrial AT2 and NO 
production in respirometry assays, since the effect of AT2 receptor stimulation was 
abolished in the presence of an inhibitor of the NOS enzyme (L-NAME). At cellular 
level, several previous studies have also observed that activation of AT2 receptors is 
associated with NO production (Cheng et al., 2010; Gao et al., 2011); coexpression of 
nitric oxide synthase (NOS) and AT2 receptors was observed in tractus solitarius 
neurons, and activation of AT2 led to increased NO levels in these neurons (Wang et al., 
2012). In accordance with this, NO generated by mitochondrial AT2 stimulation could 
be acting as a respiratory modulator, because, despite to induce a decrease in OXPHOS 
capacity, it produces more efficient respiratory process according with the L/E data, and 




Our results show that ageing modifies mitochondrial AII receptor expression. 
We have observed an increase in mitochondrial AT1 receptor expression and a decrease 
in mitochondrial AT2 receptor expression in isolated mitochondria from old rats 
compared to young rats, which is consistent with our previous observations at cellular 
level. We have previously demonstrated that local RAS plays a major role in 
proinflammatory and pro-oxidative changes observed in the substantia nigra of aged rats, 
and that age-related changes in RAS activity may be involved in the greater 
vulnerability of dopaminergic neurons with aging (Villar-Cheda et al., 2012, 2014). The 
present results suggest that mitochondrial AT1 receptors in aged dopaminergic neurons 
may contribute to the increase vulnerability of these cells by inducing more 
mitochondrial oxidative stress and a decrease in respiratory efficiency, as well as 
dissipation of membrane potential. All these events lead to mitochondrial dysfunction 
and play an important role in the development of aged-related neurodegenerative 
disorders such as PD (Jellinger et al., 2009; Mandemakers et al., 2007; Sas et al., 2007). 
The decrease of mitochondrial AT2 receptors expression with aging could also 
contribute to dopaminergic neuron vulnerability, as we observed that AT2 activation 
produces better respiratory efficiency. In summary, the decrease in AT2 expression and 
the increase in AT1 receptors in mitochondria from old animals would contribute to the 
loss of respiratory efficiency and mitochondrial dysfunction. 
From the results of the present study we conclude that there are functional AII 
receptors (AT1 and AT2) in mitochondria from rat brain and, particularly, in 
dopaminergic neurons. We have observed that the stimulation of mitochondrial AT1 is 
followed by a reduction in both mitochondrial respiration and ETSmax, together with an 
increase in proton leaking, which lead to a loss of respiratory efficiency. AT1 
stimulation also produces a loss of membrane potential and an increase in O2
.-
135 
production. However, mitochondrial AT2 stimulation causes a NO-mediated reduction 
of mitochondrial respiration without affecting ETSmax and membrane potential, together 
with an increase in the efficiency and control of oxidative phosphorylation.  The present 
results show that AT1 receptors are predominantly located in the cell membrane and 
nucleus, while mitochondria express predominantly AT2 receptors. The functional data 
suggest that mitochondrial AT2 receptors may counteract or modulate at the 
mitochondrial level the pro-oxidative effects of AII stimulation of the surface and 
mitochondrial AT1 receptors. Moreover, we have observed an increase in mitochondrial 
AT1 expression and a decrease in mitochondrial AT2 expression in the nigral region of 
aged rats compared to young rats, which is consistent with the mitochondrial 
dysfunction associated to normal aging, which is the major risk factor for the 
development of PD. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Specifity of angiotensin receptor antibodies. (A) Western Blot densitometric bands 
corresponding to 10 µg of angiotensin II type I receptor overexpression lysate tagged to fusion 
tail DDK (AT1, left) and 10 µg of empty vector transfected control cell lysate HEK293 (EV, 
right) processed with anti-AT1 antibody sc-31181 from Santa Cruz Biotechnology (Anti: AT1, 
mw 45 KDa), and anti-DDK monoclonal antibody TA50011 from Origene (Anti: DDK). (B) 
Western Blot densitometric bands corresponding to 10 µg of angiotensin II type II receptor 
overexpression lysate tagged to fusion tail DDK (AT2, left) and empty vector transfected 
control cell lysate HEK293 (EV, right) processed with anti-AT2 antibody sc-9040 from Santa 
Cruz Biotechnology (Anti: AT2, mw 50 KDa), and anti-DDK monoclonal antibody TA50011 
from Origene (Anti: DDK). DDK tag: DYKDDDDK. 
Figure 2. Colocalization of angiotensin receptors with mitochondria in the dopaminergic 
neuron cell line MES 23.5 and mesencephalic primary cultures. Labeling for TH (blue in a, 
e, i, m), MTDR-derived fluorescence (red; b, f, j, n), and AT1 or AT2 (green; c and k , g and o) 
showing colocalization of mitochondria and AII receptors in dopaminergic neurons (d, h, l, p). 
TH: tyrosine hydroxylase, MTDR: MitoTracker Deep Red,  AT1 and AT2: angiotensin II 
receptor type 1 and 2.  Scale bar: 10 μm  
Figure 3. Subcellular location of AT1 and AT2 in rat dopaminergic neuron. (A) Detail of 
AT1 labelling in a neuronal process. Immunolabelling for AT1 appeared in the outer membrane 
of mitochondria (black arrows) as well as in clusters of free ribosomes (empty arrowhead). Note 
the presence of unlabelled mitochondria in the same neuronal process (white arrows) (B) Detail 
of AT1 labelling in the cytoplasm of a dopaminergic neuron. Immunolabelling for AT1 
appeared in the outer membrane of mitochondria, and also in the cristae (black arrows). In 
addition, strong AT1 labelling appeared also in clusters of free ribosomes (empty arrowheads). 
Note that unlabelled mitochondria are also present in the same area of the cytoplasm (white 
arrows). (C) Detail of AT2 labelling in a neuronal process. Immunolabelling for AT2 was 
present in mitochondrial membranes (black arrows), as well as in the RER (black arrowheads) 
and in small clusters of free ribosomes (empty arrowheads). Unlabelled mitochondria were also 
found in the same process (white arrows). (D) Detail of AT2 labelling in the cytoplasm of a 
dopaminergic neuron. Immunolabelling appeared in the outer membrane of mitochondria (black 
arrows), in fragments of RER (black arrowheads), and in clusters of free ribosomes (empty 
arrowheads). Note that some labelled ribosome clusters are in close proximity to labelled 
mitochondria. Unlabelled mitochondria are indicated with white arrows. Scale bars: 500 nm. 
Figure 4. Western Blot representative densitometric bands of ventral mesencephalon 
whole homogenate (Wh) and pure mitochondrial fraction (Mit) showing the presence of 
AT1 and AT2 receptor. Different compartment markers were used to assess the purity of the 
sample: Voltage Dependent Anion Channel (VDAC) as a mitochondria marker, tubulin as a 
cytosol marker, Histone deacetylase 2 (HDAC2) as a nuclear marker and Na+/K+  ATPase as a 
plasma membrane marker. Both AII receptors, AT1 and AT2, are present in pure mitochondrial 
fraction, but AT2 appears more abundant than AT1 receptors in isolated mitochondria. 
Figure 5. Effects of AT1 and AT2 agonists on membrane potential of isolated 
mitochondria as measured by JC-1 probe. A significant loss of mitochondria membrane 
potential was induced by treatment of isolated mitochondria with AT1 agonist (L162,313) but not 
with the AT2 agonist (CGP-42112A). This result was confirmed by using an antagonist of AT2 
(PD123,319) together with the AT1 agonist, which led to the same degree of potential 
dissipation, and by using a AT1 antagonist (losartan) together with the AT1 agonist, which 
resulted in no changes compared to control. Valinomycin was used as a positive control, which 
dissipated the mitochondrial electrochemical potential and prevented JC-1 aggregation. Data are 
mean ± standard error of the mean (SEM). *p <0.05 compared with control. (1-way analysis of 
variance [ANOVA] and Bonferroni posthoc test, n=7). 
Figure 6 and Table 1. Bioenergetics and flux control ratios for rat brain mitochondria. (A) 
Mitochondrial respiratory capacities were evaluated in a rat model using different respiration 
rates such as OXPHOS (P; left axis) and ETS (E; right axis). Sequential respiratory states were 
studied for electron flux through complexes I and II (CI and combined CI+II) or by analysing 
the excessive capacity of cytochrome c oxidase (CIV, right axis). CGP-42112A (200nM; AT2 
agonist), PD123,319 (2 µM; AT2 antagonist) and L- M; AT1 agonist) were added 
to evaluate the role of angiotensin receptors in mitochondrial respiration. (B) Effects of different 
doses of the AT2 agonist CGP-42112A on OXPHOS (P) capacity. The involvement of NO in 
these effects was confirmed by adding the inhibitor of NOS activity L-NAME (100µM). (Table 
1) Flux Control Ratios (FCR) showed a significant decrease in P/E and L/E when AT2 was
stimulated, which suggests a higher capacity of the phosphorylation system and an increase in 
coupling, respectively. Furthermore, the AT1-induced increase in L/E ratio suggests a loss of 
respiratory efficiency. Data are mean ± standard error of the mean (SEM). 
*
p<0.05 compared 
with control (1-way analysis of variance [ANOVA] and Bonferroni posthoc test, n=12). 
Figure 7. Bioenergetics in mitochondria of AT1-null mice. To confirm the specifity of the 
agonists, mitochondrial respiration capacities at different coupling respiration rates such as 
OXPHOS (P; left axis), and ETSmax (E; right axis), were evaluated in isolated mitochondria 
from AT1-null and will type mice (A, C57BL/6 wild type; B, Agtr1
-/-
). In AT1-null mice, no 
significant effect was observed after treatment with the AT1 agonist L-162,313 (10 µM); however, 
treatment with the AT2 agonist CGP-42112A (200nM) induced effects similar to those observed in 
the wild type mouse and rat isolated mitochondria. Data are mean ± standard error of the mean 
(SEM). 
*
p<0.05 compared with control (1-way analysis of variance [ANOVA] and Bonferroni 
posthoc test, n=12). 
Fig 8. Effects of AT1 and AT2 agonist on superoxide production. Involvement of Nox4.  
(A) Treatment of isolated mitochondria with the AT1 agonist (L-162,313) induced an increase 
in superoxide production. Treatment with the AT2 agonist (CGP-42112A) does not affect 
superoxide production relative to control. In order to investigate the involvement of Nox4 in 
superoxide production. two Nox4 inhibitors were used as positive controls: Thioridacine and 
DPI, which produce a significant decrease in superoxide production and confirmed a major role 
of Nox4 mitochondrial activity. Data expressed as percentage of isolated mitochondria without 
treatment, control (100%) Data are mean ± standard error of the mean (SEM). *p <0.05 
compared with control. (1-way analysis of variance [ANOVA] and Bonferroni posthoc test, 
n=5). (B) Presence of Nox4 in isolated mitochondria from rat ventral mesencephalon The 
presence of Nox4 in isolated mitochondria from ventral mesencephalon was shown using a 
rabbit monoclonal anti-Nox4 (Abcam, mw 60 KDa) and the mitochondrial marker VDAC by 
western blot assay. The specificity of the Nox4 signal increments with mitochondrial content (5, 
10, 50 µg of mitochondrial sample loaded in the acrylamide gel). 
Fig 9.  Mitochondrial angiotensin receptors in aging (A) Isolated mitochondria from aged 
rats showed increased expression of AT1 receptor as compared with those from young rats. (B) 
Isolated mitochondria from aged rats showed decreased expression of AT2 receptor as 
compared with those from young rats. Because it exists a large difference in protein 
concentration between isolated mitochondria from young and old rats, cytochrome oxidase 
activity (COX activity, U/mg ) was used to normalized the data obtained from AT1 and AT2 
receptor expression. Data were expressed as % of control. Data are mean ± standard error of the 










Control 0.848±0.001 0.239±0.0002 
AT1 0.817±0.004 0.311±0.0007* 






4.4  Envejecimiento y vulnerabilidad dopaminérgica: papel del 
sistema renina-angiotensina local 
Begoña Villar-Cheda, Rita Valenzuela, Ana I. Rodríguez-Pérez, Maria J. 
Guerra, José L. Labandeira-García. 2012. Aging-related changes in the nigral 
angiotensin system enhances proinflammatory and pro-oxidative markers and 
6-OHDA-induced dopaminergic degeneration. Neurobiology of Aging 
33:204.e1–204.e11. 
El envejecimiento es el principal factor de riesgo en la EP. El sistema 
dopaminérgico se ve alterado durante el proceso normal de envejecimiento lo 
que puede incrementar la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas. 
 En este trabajo investigamos si con el envejecimiento se producen 
cambios en el SRA de la sustancia negra que puedan a su vez afectar a la 
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas. Cuando comparamos la 
sustancia negra de ratas viejas con jóvenes observamos un incremento tanto 
en la activación del complejo NADPH oxidasa, como en los niveles de las 
citoquinas proinflamatorias como la Interleucina 1β (IL-1 β) y el factor de 
necrosis tumoral (TNF-α), ambos indicativos de un estado pro-oxidativo y 
proinflamatorio. Además, con la edad hay un aumento en la actividad del SRA, 
encontrando aumentados los niveles del receptor AT1 y disminuidos los de 
AT2.  Con el envejecimiento observamos también una mayor vulnerabilidad de 
las neuronas dopaminérgicas a las sustancias tóxicas o neurotoxinas como la 
6-hidroxidopamina (6-OHDA), que induce una mayor muerte neuronal en ratas 
viejas que en jóvenes. Estos cambios observados con el envejecimiento son 
consecuencia directa del aumento en la actividad del SRA, ya que el 
tratamiento con candesartán, un bloqueante de los receptores AT1, es capaz 
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de reducir tanto el estado inflamatorio y oxidativo como la muerte neuronal 
provocada por 6-OHDA. 
Nuestros resultados indican que el SRA cerebral está implicado en la 
mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas que sucede durante el 





4.5  Estrógenos y degeneración dopaminérgica: papel del 
sistema renina-angiotensina local. 
Ana I. Rodriguez-Pérez, Rita Valenzuela, Begoña Villar-Cheda, Maria J. 
Guerra, Jose L. Lanciego, Jose L. Labandeira-Garcia 2010.Estrogen and 
angiotensin interaction in the substantia nigra. Relevance to postmenopausal 
Parkinson's disease. Experimental Neurology 224:517 – 526. 
Varios estudios epidemiológicos han revelado que la incidencia de la 
enfermedad de Parkinson es mayor en mujeres postmenopáusicas que en 
mujeres premenopáusicas de edades similares. Por otra parte, se ha 
demostrado que los estrógenos tienen un papel neuroprotector frente a las 
toxinas dopaminérgicas. Sin embargo, se desconocen los mecanismos a través 
de los cuales esta hormona ejerce esa función neuroprotectora, aunque la 
atenuación de la respuesta  neuroinflamatoria mediada por los estrógenos 
parece ser clave. En estudios recientes en nuestro laboratorio, hemos 
observado como la activación del SRA, a través de AT1, conlleva a un aumento 
del estrés oxidativo generado por el complejo NADPH oxidasa, así como una 
activación microglial y un consiguiente aumento en la neuroinflamación, 
procesos que a su vez inducen un incremento en la degeneración 
dopaminérgica. 
 Durante este estudio investigamos el efecto de la ovariectomía y la 
terapia de reemplazamiento hormonal con estrógenos sobre el SRA en la 
sustancia negra, así como sobre el efecto de la degeneración dopaminérgica 
inducida por 6-OHDA. Observamos una pérdida acusada de neuronas 
dopaminérgicas en ratas ovariectomizadas y lesionadas con 6-OHDA, que se 
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reduce significativamente mediante la terapia de E2 o mediante el tratamiento 
con el bloqueante de AT1, candesartán. Del mismo modo observamos que los 
E2 inducen una disminución en la actividad de la ECA, de la NADPH y de los 
receptores AT1, así como un aumento en la expresión de los receptores AT2 
en la SN de ratas ovariectomizadas. Estos resultados sugieren un posible 
mecanismo protector de los estrógenos a través de la regulación a la baja del 
SRA, que a su vez conlleva un menor estrés oxidativo y neuroinflamación 
debido a la disminución de la actividad NADPH oxidasa y la respuesta 
microglial, que podrían ser las causas del menor riesgo de padecer EP que 
presentan las mujeres premenopáusicas. Este riesgo que se incrementa en 
condiciones de falta de estrógenos prematura. Por ello la manipulación del SRA 
podría constituir una estrategia neuroprotectora para la prevención de EP en 





4.6  Sistema renina-angiotensina y diferencias entre sexos en la 
degeneración dopaminérgica 
Ana I. Rodriguez-Pérez, Rita Valenzuela, Belén Joglar , Pablo Garrido-
Gil, Maria J. Guerra, Jose L. Labandeira-Garcia. Renin angiotensin system and 
gender differences in dopaminergic degeneration. 2011. Mol Neurodegener 
6:58.  
Existen diferencias entre sexos en cuanto a la degeneración 
dopaminérgica, teniendo los hombres aproximadamente dos veces mayor 
riesgo de desarrollar la EP comparado con mujeres premenopáusicas de la 
misma edad. Esta diferencia entre sexos no es exclusiva de la EP. En 
patologías en las que el SRA juega un papel importante, como son las 
enfermedades cardiovasculares y renales, también se observa una mayor 
incidencia en los hombres. Con respecto a la EP, en la SN también 
encontramos un SRA local, que sabemos es capaz de exacerbar la 
degeneración dopaminérgica a través de AT1 y que podría jugar un papel  
clave en las diferencias entre sexos que se observan en la EP 
En este trabajo observamos que la pérdida neuronal tras el tratamiento 
con la neurotoxina 6-OHDA es mayor en ratas macho que en hembras 
ovariectomizadas y tratadas con estrógenos. Sin embargo la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas es menor en machos tratados con el antagonista de 
AT1, candesartán y similar a la observada en hembras con estrógenos. 
Observamos una mayor actividad del SRA en ratas macho, con una mayor 
expresión de AT1, mayor actividad de la enzima ECA y menor expresión de los 
receptores AT2, que conllevan unos mayores niveles de estrés oxidativo a 
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consecuencia del aumento de la actividad del complejo NADPH oxidasa, así 
como mayor grado de respuesta inflamatoria. 
La implicación del SRA en la diferente supervivencia de las neuronas 
dopaminérgicas observadas en ambos sexos fue confirmada con ratones 
deficientes en AT1a  y que fueron lesionados con la toxina MPTP. Estos 
resultados sugieren que el SRA juega un papel importante en la diferente 





4.7  Neuroprotección dopaminérgica y terapia de 
reemplazamiento hormonal en modelos de menopausia 
quirúrgica y natural: Papel del sistema renina-angiotensina 
cerebral 
Ana I. Rodriguez-Perez, Rita Valenzuela, Begoña Villar-Cheda, Maria J. 
Guerra, Jose L. Labandeira-Garcia. 2012. Dopaminergic neuroprotection of 
hormonal replacement therapy in young and aged menopausal rats: role of the 
brain angiotensin system. Brain 135: 124–138.  
Existe controversia en cuanto a los efectos que tienen sobre la EP tanto 
el tipo de menopausia, quirúrgica o natural, como el tratamiento de reemplazo 
hormonal utilizado. Estas diferencias podrían ser debidas a distintos momentos 
del inicio del tratamiento y variabilidad en la edad de las mujeres de los 
estudios realizados, aunque los mecanismos implicados no están claros. 
Por otra parte, hemos visto que el SRA media los efectos beneficiosos de los 
E2 en varios tejidos, y que el envejecimiento potencia la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas a través del receptor de AII, AT1. 
En este estudio comparamos el efecto de los E2 sobre la actividad del 
SRA, la actividad de la NADPH oxidasa y los niveles de citoquinas 
proinflamatorias en ratas jóvenes con menopausia quirúrgica y ratas de edad 
avanzada con menopausia natural. 
Los niveles de actividad del SRA y del complejo NADPH oxidasa son 
similares en ratas con menopausia natural y con menopausia quirúrgica, pero 
el tratamiento con estrógenos reduce significativamente la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas tras la lesión con 6-OHDA, así como una mayor reducción de 
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la actividad SRA y NADPH oxidasa en las ratas jóvenes menopáusicas, 
tratadas inmediatamente o después de un breve periodo de hipoestrogenicidad, 
comparado con ratas viejas menopáusicas, en las que la terapia estrogénica 
apenas tiene efecto. Interesantemente, el tratamiento con el bloqueante de AT1 
candesartán, dio lugar a una reducción importante en la actividad del SRA y en 
la pérdida de neuronas dopaminérgicas en ambos grupos de ratas 






4.8  Dopamina y Neurodegeneración/Neuroprotección 
dopaminérgica: papel del sistema renina-angiotensina 
Begoña Villar-Cheda, Jannette Rodríguez-Pallares, Rita Valenzuela, Ana 
Muñoz, Maria J. Guerra, Ovidiu C. Baltatu, Jose L. Labandeira-Garcia. Nigral 
and striatal regulation of angiotensin receptor expression by dopamine and 
angiotensin in rodents: implications for progression of Parkinson’s disease. 
2010. European Journal of Neuroscience, 32:1695-1706  
Se ha demostrado que la pérdida de neuronas dopaminérgicas inducida 
por neurotoxinas se ve potenciada por AII a través de AT1 y la subsiguiente 
activación del complejo NADPH oxidasa. Además, varios estudios recientes 
revelan una importante contrarregulación ente los receptores de dopamina y 
angiotensina en tejidos no neurales como las células del túbulo proximal renal. 
Sin embargo no se conoce esta posible interacción en los ganglios basales, 
donde ambos sistemas coexisten. 
En este trabajo mostramos que la eliminación de dopamina con 
reserpina y la denervación dopaminérgica con la neurotoxina 6-OHDA, en el ST 
y en la sustancia negra de rata, da lugar a un incremento en los receptores de 
AII (AT1 y AT2), así como un incremento en la subunidad p47phox del complejo 
NADPH oxidasa, que disminuye cuando los niveles de dopamina se restauran. 
Por otra parte, medimos la expresión de receptores de AII en ratas 
transgénicas con una reducción en los niveles de AII cerebral, y encontramos 
un aumento de AT1, una disminución en los niveles de p47phox sin ningún 
cambio en los niveles de AT2, mientras que los ratones deficientes para AT1a 
muestran una disminución en los niveles de AT2 y p47phox, lo cual sugiere que 
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la sobreregulación de AT2 es un cambio compensatorio ante la hiperactividad 
de la vía de AT1. 
La administración de dosis bajas de AII en cultivos primarios disminuye 
la expresión de AT1 e incrementan la expresión de AT2 y p47. Estos resultados 
muestran que en los ganglios basales existe una importante interacción entre el 
SRA y el sistema dopaminérgico, un factor de riesgo a considerar en la 
evolución de la enfermedad de Parkinson, dado que la caída progresiva en la 
actividad dopaminérgica podría exacerbar la actividad SRA (AT1-NADPH 









 5.1 LOCALIZACIÓN DEL RECEPTOR DE (PRO)RENINA EN LA 
SUSTANCIA NEGRA COMPACTA Y CARACTERIZACIÓN DE 
LOS TIPOS CELULARES QUE LO EXPRESAN 
Durante las últimas dos décadas, todos los componentes del SRA 
clásico  han sido identificados en el cerebro (Cuadra y col., 2010; Phillips y 
Oliveira, 2008; Saavedra, 2005; Von Bohlen y col., 2006). Sin embargo, la 
existencia de la renina a nivel cerebral inicialmente fue discutida, 
probablemente debido a las bajas concentraciones de esta enzima presentes 
en el cerebro en comparación con las concentraciones de AII cerebral.  Existen 
estudios inmunohistoquímicos que localizan la renina en neuronas y células 
gliales de numerosas áreas de cerebro de roedores, además de en todas las 
áreas de humano examinadas (Fuxe y col. 1980; Slater y col., 1980). Otra 
prueba de la existencia de renina es la detección de su ARNm mediante 
hibridación in situ (Dzau y col., 1986; Lein, 2007), y más recientemente, se 
utilizaron modelos transgénicos que confirman una amplia distribución en 
varias zonas cerebrales (Allen y col., 2008; Bader y Ganten, 2002; Lavoie y 
col., 2004). 
 Recientemente se ha descubierto el PRR, un receptor específico de 
renina y prorenina que desempeña funciones dependientes e independientes 
de AII. Se han encontrado altos niveles del ARNm del PRR en homogenado de 
cerebro, corazón y placenta (Nguyen y col., 2002, 2004; Nguyen y Burckle, 
2004), pero hasta el momento se desconocía en qué partes del cerebro, o qué 
tipos celulares lo expresan. En nuestro estudio  localizamos por primera vez el 
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PRR en la SN. Observamos altos niveles de la proteína del PRR en neuronas y 
microglía de SN de primates no humanos y también en cultivos de mesencéfalo 
ventral de rata. 
Nuestros resultados apoyan la idea del un SRA funcional en la SN, 
además, la presencia del PRR en el cerebro podría explicar porqué los niveles 
de AII son superiores a los niveles de renina, ya que la unión de la renina al 
PRR, produce un aumento de su actividad catalítica de hasta 5 veces, y esto 
produce mayor generación de AII (Cuadra y col., 2010; Nguyen y col., 2002). 
Además, la unión de la prorenina, un precursor de la renina que se consideraba 
inactivo, produce un cambio conformacional en la molécula que la activa, 
haciendo que el ratio prorenina a renina aumente de 5-10 veces, e incluso se 
ve incrementada de 20 a 200 veces en condiciones patológicas (Luetscher y 
col., 1985).  Además de estos efectos dependientes de AII, la unión del sustrato 
al PRR provoca el inicio de una cascada de señalización intracelular, vía MAP 
kinasas, que da lugar a efectos similares a los obtenidos tras la activación del 
AT1 por AII, pero de forma independiente ya que estos efectos se mantienen 
en presencia de antagonistas de AT1 y AT2 (Huang y col., 2007). 
Hemos observado por primera vez la presencia de PRR en células 
microgliales tanto in vitro como in vivo. Este resultado concuerda con otros 
trabajos que localizan el PRR en otros tipos celulares con funciones similares a 
la microglía como es el caso de macrófagos, células T o granulocitos (Feldt y 
col., 2008). La presencia del PRR a nivel microglial podría tener una 
repercusión directa en la degeneración dopaminérgica, ya aumentaría la 
generación de AII la cual ha demostrado ser activadora de la NADPH oxidasa, 
aumentando la activación microglial y la respuesta inflamatoria, mecanismos 
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implicados en la muerte de neuronas dopaminérgicas y en el desarrollo de la 
EP (González y col., 2004; Joglar y col., 2009; Rey y col., 2007; Rodríguez-
Pallares y col., 2007 y 2008; Wu D.C. y col., 2003). 
Con respecto a los astrocitos, en general no se observa ningún marcaje 
positivo para PRR en células GFAP positivas tanto en cultivos de mesencéfalo 
ventral de rata, como en SN de mono. Los astrocitos son el principal punto de 
síntesis de angiotensinógeno en el cerebro (Milsted y col., 1990; Stornetta y 
col., 1988) por lo que el hecho de que no encontremos un marcaje claro de 
PRR en este tipo celular podría ser esperable ya que, una actividad intensa del 
PRR en los astrocitos aumentaría la conversión de angiotensinógeno en AII, 
bloqueando la principal fuente de angiotensinógeno cerebral y por tanto 
alterando la función del SRA cerebral. 
 Por otra parte, estudios previos en nuestro laboratorio localizan los 
receptores AT1 y AT2 en astrocitos (Joglar y col., 2009; Rodríguez-Pallares y 
col., 2004; Rodríguez-Pallares y col., 2008), cuya función podría ser la 
contrarregulación de los niveles de AII  a nivel local ajustando la síntesis de 
angiotensinógeno. En general, el marcaje de PRR lo encontramos a nivel 
intracelular, siendo muy intenso a nivel nuclear, lo cual apoya la posibilidad de 
la existencia de un SRA intracelular o intracrino, que se discutirá en detalle en 
el siguiente apartado. 
A nivel funcional, en este trabajo se demostró que el PRR contribuye a 
los efectos proinflamatorios y pro-oxidativos provocados por la AII. Mediante el 
uso del  inhibidor HRP, que bloquea la unión de la prorenina al PRR,  se 
observó una disminución en la muerte de neuronas dopaminérgicas inducida 




de la generación de AII después de bloquear el PRR, dando lugar a un efecto 
similar al que obteníamos después de bloquear la AII endógena con 
antagonistas de AT1 (Joglar y col., 2009; Rey y col., 2007; Rodríguez- Pallares 
y col., 2008). Además, también se cuestionó si el incremento en la muerte 
neuronal producido por el PRR  se debía también a acciones independientes 
de AII.  Nuestros resultados muestran que la renina provoca una disminución 
de la supervivencia neuronal en presencia de los antagonistas de los 
receptores de AII, lo cual sugiere que la estimulación del PRR aumenta la 
muerte de neuronas dopaminérgicas de forma independiente de la unión de la 
AII a sus receptores. Este mecanismo alternativo debería ser tenido en cuenta 
a la hora de diseñar estrategias neuroprotectoras. 
5.2  ESTUDIO DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES DEL 
SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA EN SUSTANCIA NEGRA DE 
PRIMATES Y HUMANOS 
En los últimos años en nuestro laboratorio se han realizado diversos 
estudios con roedores, en los que se observan todos los componentes 
principales del SRA en neuronas dopaminérgicas y células gliales de la SNc de 
rata y ratón (Joglar y col., 2009; Rodríguez-Pallares y col., 2008), que sugieren 
un papel fundamental del SRA cerebral en la degeneración dopaminérgica, y 
por tanto en la EP.  
 Continuando en la misma línea, en el presente trabajo localizamos los 
componentes del SRA en neuronas dopaminérgicas, astrocitos y microglía de 
SN de mono y humano mediante ensayos de inmunohistoquímica. En 




angiotensinógeno/angiotensina se encontró tanto a nivel citoplasmático como a 
nivel de núcleo neuronal. De la misma forma, el marcaje de los receptores 
estudiados, AT1, AT2 y PRR, aparecen  no sólo en la superficie celular, sino 
que también aparece intenso en el interior celular, siendo el marcaje del 
receptor AT2 especialmente intenso en el citoplasma, mientras que el AT1 y el 
PRR aparecen muy intensos en el núcleo neuronal. 
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos llevados a cabo  
mediante técnicas autorradiográficas que han identificado receptores AT1 en 
neuronas dopaminérgicas de SN y en el ST de diferentes mamíferos, incluidos 
humanos (Brownfield y col., 1982; Chai y col., 1987; Quinlan y Phillips, 1981). 
Incluso en algunos estudios se ha sugerido que la densidad de los receptores 
AT1 es mayor en ST y SN de humanos comparado con ratas y otros mamíferos 
(Allen y col., 1992, 1998). 
Nuestros resultados apoyan la presencia de un SRA intracelular o 
intracrino en la SNc de mono y humano.  La presencia de receptores de AII en 
el interior celular implica una función intracelular de la AII, diferente de la que 
induce por unión a sus receptores de membrana. Se desconoce si la AII 
extracelular podría actuar de forma intracelular uniéndose a los receptores de 
membrana, que como consecuencia son internalizados, o también podría haber 
una síntesis intracelular de AII. La internalización de los receptores AT1 
dependiente de AII fue demostrada en varios tipos celulares, incluido en 
neuronas (Chen y col., 2000; Eggena y col., 1996; Lu y col., 1998). Pero la 
prueba de que parte de la AII debería ser sintetizada a nivel intracelular en 
neuronas viene de la mano de nuestro resultado de la existencia del receptor 




tipos celulares (Baker y col., 2004; Lavoie y col., 2004; Re 2003).  Los 
receptores PRR podrían internalizar renina y prorenina, o también podrían 
interaccionar directamente con una forma de renina intracelular, no secretada. 
Una prueba de ello es que en neuronas se han observado formas intracelulares 
de angiotensinógeno y renina (Lavoie y col., 2004; Thomas y col., 1992).  
Actualmente es aceptada la existencia de varios receptores 
transmembrana en el núcleo celular,  implicados en  señalización nuclear y 
regulación de la transcripción.  Los receptores de AII y PRR que encontramos a 
nivel nuclear podrían estar regulando la transcripción de diversos genes al igual 
que ocurre en cardiomiocitos (Tadevosyan y col., 2010). Además, se ha 
sugerido que la AII intracelular induce la transcripción de angiotensinógeno y 
renina en respuesta a su unión a receptores AT1 nucleares en células 
hepáticas (Eggena y col., 1996). 
Todos los componentes del SRA estudiados fueron encontrados también 
en células gliales en la SNc de mono y humano.  Como era de esperar, los 
astrocitos presentan un marcaje fundamentalmente citoplasmático para 
angiotensinógeno y AII, puesto que son la fuente principal de angiotensinógeno 
a nivel cerebral. Tanto los receptores AT1 como los  AT2 están presentes en 
astrocitos de la SNc de primates, al igual que ocurría en roedores (Joglar y col., 
2009; Rodríguez-Pallares y col., 2004; Rodríguez-Pallares y col., 2008) y 
presentan un marcaje a nivel citoplasmático y superficial aunque también a 
nivel nuclear.  No encontramos un marcaje claro de PRR en astrocitos en 
general, aunque determinadas células sí presentan un marcaje localizado a 




Algo similar encontramos en la microglía de SNc de mono y humano, 
donde se presenta un marcaje débil para angiotensinógeno y AII localizado 
fundamentalmente en la superficie celular, mientras que los receptores de AII, 
AT1 y AT2, se encontraron distribuidos en todos los niveles. En la microglía, el 
PRR se concentra a nivel superficial y más débilmente nuclear o perinuclear. 
Tanto los astrocitos como la microglía de la SNc de mono y humano presentan 
inmunoreactividad para AII y PRR, aunque ésta aparece menos intensa que la 
de las neuronas dopaminérgicas. Esto se puede explicar porque en este 
estudio se han utilizado sujetos sanos, y sabemos que la actividad del SRA 
está aumentada en la glía de cerebros lesionados, tal y como se describe en 
varios estudios, algunos realizados en nuestro laboratorio, con modelos 
animales de EP de roedores fundamentalmente (Lanz y col., 2010; Lou y col., 
2004; Rodriguez-Pallares y col., 2008, 2007; Stegbauer y col., 2009). De esta 
forma, en ratas lesionadas con 6-OHDA, observamos un aumento de expresión 
de los receptores de AII en la SNc, probablemente debido a una regulación al 
alza en la glía ya que las neuronas dopaminérgicas han sido eliminadas por la 
toxina. Este dato fue confirmado en cultivos celulares, donde las células 
microgliales  mostraron un marcaje más intenso a nivel nuclear de los 
receptores AT1, AT2 y también el PRR, como comentamos en el apartado 
anterior, que el que observamos en una SNc normal (Joglar y col., 2009; 
Rodríguez-Pallares y col., 2008). Todos estos estudios sugieren que la 
hiperactividad del SRA aumenta el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria 
microglial, otorgando un papel fundamental a la microglía en la degeneración 




5.3  ESTUDIO DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 
INTRACELULAR: LOCALIZACIÓN DE RECEPTORES DE AII 
MITOCONDRIALES FUNCIONALES EN NEURONAS 
DOPAMINÉRGICAS 
Diversos indicios sugieren que disfunción mitocondrial está relacionada 
con la patogénesis de la EP y con la degeneración de las neuronas 
dopaminérgicas (Swerdlow, 2009). Se ha encontrado una reducción en la 
actividad del complejo I de la cadena de transporte de electrones mitocondrial 
en la SN de pacientes con EP. Además, los inhibidores del complejo I, tales 
como rotenona, MPTP u otros pesticidas, producen cambios neurológicos 
similares a los que ocurren en la EP (Federico y col., 2012; Schapira, 2008). 
 Nuestros resultados muestran, por primera vez, la presencia de los 
principales tipos de receptores de AII (AT1 y AT2) en mitocondrias de neuronas 
dopaminérgicas de SNc de rata.  Los resultados de microscopía electrónica en 
secciones de tejido muestran inmunodetección de ambos subtipos de 
receptores en la membrana externa e interna, es decir, en las crestas 
mitocondriales, en mitocondrias, además de la localización de las proteínas en 
el retículo endoplasmático y a nivel de clusters ribosomales estrechamente 
relacionados con mitocondrias marcadas positivamente. Por otro lado, 
mediante inmunofluorescencia en cultivos primarios mesencefálicos y en la 
línea neuronal dopaminérgica MES 23.5, observamos colocalización de los 
receptores AT1 y AT2 con las mitocondrias de las neuronas dopaminérgicas. 
Los receptores AT2 muestran una distribución predominantemente 




receptores AT1 se encuentran predominantemente distribuidos de forma 
superficial y nuclear, aunque también presentes a nivel mitocondrial. Además, 
corroboramos estos resultados en mitocondrias puras aisladas a partir de 
mesencéfalo ventral (MV) de rata, donde se observa mayor abundancia del 
receptor AT2 que del AT1 con respecto al homogenado celular total. Estos 
resultados concuerdan con los datos publicados por otros autores (Abadir y 
col., 2011) donde se describen la presencia de los receptores AT1 y AT2 
mitocondriales en otros tipos celulares, principalmente en tejido cardiaco y de 
hígado de ratón. Además, varios estudios han descrito una asociación entre la 
disfunción mitocondrial y el SRA, donde encuentran cambios en las 
mitocondrias cerebrales relacionadas con hipertensión (Re y Cook, 2010). 
La disipación del potencial de membrana mitocondrial es un evento 
temprano en la apoptosis, por lo que para detectar la diferencia entre una 
célula sana y una apoptótica se utiliza esta técnica. A nivel funcional, nuestros 
resultados muestran un comportamiento diferente de los receptores AT1 y AT2 
mitocondriales en el mantenimiento del potencial de membrana en mitocondrias 
aisladas. La activación de los receptores AT1 produce una disminución 
significativa del potencial de membrana mitocondrial, mientras que  los 
receptores AT2 mitocondriales activados no lo modifican. Estos resultados 
apoyan los datos obtenidos en respirometría de alta resolución o medida del 
consumo de O2. Observamos que los receptores AT1 mitocondriales activados 
producen una caída del 20% aproximadamente de la capacidad respiratoria de 
la mitocondria (OXPHOS, P), tanto si se usan substratos de respiración del 
complejo I (Malato y Piruvato) como del complejo II (Succinato). De la misma 




respiratoria mitocondrial (OXPHOS, P) del 46%. La diferencia entre ambos 
receptores se produce cuando se normaliza este dato con la respiración 
máxima del sistema o ETS (E). El ETS es un estado de referencia experimental 
que se obtiene al desacoplar la cadena de transporte de electrones de la 
producción de ATP o sistema fosforilativo, por lo que en este estado el 
potencial de membrana está colapsado. El resultado de esta normalización es 
el ratio P/E, donde se usa la ETS como un marcador de mitocondrias 
funcionales. Los resultados obtenidos con los agonistas de los receptores de 
AII indican que la activación de AT1 produce una disminución de la capacidad 
respiratoria de forma independiente del sistema fosforilativo, es decir, que la 
acción de los AT1 se produce en la cadena de transporte de electrones, lo cual 
concuerda con los resultados de disminución del potencial de membrana 
mitocondrial comentados anteriormente. Sin embargo, cuando estimulamos los 
receptores AT2,  el índice P/E se encuentra disminuido indicando la implicación 
del sistema fosforilativo, de forma que la activación de los receptores AT2 está 
influyendo en la producción de ATP, haciendo que la disminución de la 
capacidad respiratoria mitocondrial se vea limitada por el sistema fosforilativo, 
justificando que el potencial de membrana no se altere. Para conocer el estado 
de acoplamiento de las mitocondrias se utiliza otro índice denominado L/E 
(Gnaiger 2009), que es el equivalente al antiguo RCR (de inglés, Respiratory 
control ratio) pero a la inversa (Chance and Williams, 1955), donde la L 
corresponde al estado LEAK que se produce en ausencia de ADP o después 
de la inhibición del sistema fosforilativo. Los resultados con los distintos 
agonistas de los receptores de AII muestran que, cuando se activa AT1, el 




desacoplamiento con este tratamiento y por tanto una pérdida de eficiencia 
respiratoria. Sin embargo, la activación de los AT2 da lugar a un L/E disminuido 
con respecto al control, lo cual indica que los AT2 producen una mayor 
eficiencia de respiración al estar el sistema respiratorio con mejor grado de 
acoplamiento.  Además, se utilizaron ratones deficientes en AT1a para 
demostrar la especificidad farmacológica de los compuestos utilizados para 
activar los receptores de AII. Nuestros resultados muestran que el tratamiento 
de las mitocondrias aisladas de los ratones KO con el agonista de AT1 no 
producen ningún efecto significativo en la respiración activa, mientras que el 
tratamiento con el agonista de AT2 disminuye la capacidad respiratoria de las 
mitocondrias (OXPHOS) de la misma forma que en los ratones wild type o en 
las ratas. 
Por otra parte, se sabe que la mayor parte de la  producción de ROS en la 
célula se produce básicamente a nivel mitocondrial y a nivel del complejo 
NADPH oxidasa celular. En estudios previos llevados a cabo en nuestro 
laboratorio con modelos de EP,  se observó que la AII aumenta el estrés 
oxidativo producido por la NADPH oxidasa a través de sus receptores AT1 
(Joglar y col., 2009; Rey y col., 2007; Rodríguez-Pallares y col., 2008). En la 
mitocondria, el primer sitio donde se genera ROS es en la cadena de transporte 
de electrones.  La inhibición del complejo I o III produce un aumento de salida 
de electrones de la cadena de transporte de electrones hacia la matriz 
mitocondrial, que reaccionan con el O2 para formar ROS (Zhang y Gutterman, 
2007). Dentro de la familia de las NADPH oxidasas, también denominadas Nox 
(del inglés, Nadph OXidases), se han identificado varias isoformas cuya 




intracelulares. La isoforma Nox4, se ha localizado en membranas intracelulares 
de cardiomiocitos, núcleo de células endoteliales y mitocondrias de células 
renales (Ago y col., 2010; Block y col., 2009; Kuroda y col., 2010). En este 
trabajo, hemos confirmado por primera vez la expresión de la isoforma Nox4 en 
mitocondrias aisladas de MV de rata. Este dato concuerda con otros estudios 
muy recientes, en los que localizan el enzima Nox4 en líneas de neuronas 
catecolaminérgicas y células madre neurales (Case y col., 2013; Topchiy y col., 
2013). Además, se ha demostrado que Nox4 es un enzima que se dirige a la 
mitocondria, ya que posee una secuencia de localización mitocondrial (Block y 
col., 2009; Graham y col., 2010; Kuroda y col., 2010). Con respecto a la 
funcionalidad de Nox4, nuestros resultados muestran que la activación de los 
receptores AT1 mitocondriales genera un aumento en la producción de O2
.-  en 
la mitocondria, que se produce por acción de este enzima, ya que es inhibido 
cuando tratamos las mitocondrias con dos inhibidores de Nox4. Sin embargo, 
cuando se produce la activación de los receptores AT2 mitocondriales, no 
encontramos variación en la producción de O2
.- con respecto al control. El 
aumento de O2
.- que se produce por la activación del AT1 mitocondrial sigue la 
misma línea que el funcionamiento de los receptores celulares con la NADPH 
oxidasa de membrana. Además, este resultado concuerda con estudios previos 
en los que se demostró la implicación de Nox4 en la producción de O2
.- 
mitocondrial mediante el uso de ARN de silenciamiento (siRNA) en 
mitocondrias aisladas a partir de células renales (Block y col., 2009; Kim y col., 
2012). Estos autores relacionan la producción de O2
.- dependiente de AII con la 
disfunción mitocondrial ya que el ROS generado por la AII, facilita la 




Nuestros resultados de disminución del potencial de membrana mitocondrial 
producido por la activación de los receptores AT1 mitocondriales concuerdan 
con esta hipótesis y con la teoría denominada RIRR (del inglés, ROS-induced 
ROS release). Esta teoría consiste en que el propio ROS per se lleva a generar 
más ROS, de esta forma, el O2
.- formado por la acción de la NADPH oxidasa de 
membrana podría servir como potenciador para inducir la apertura de los 
canales mitocondriales de potasio (mitoKATP) dando lugar a la salida del ROS 
mitocondrial (Zhang y Gutterman, 2007). Esta teoría concuerda con resultados 
recientes obtenidos en nuestro laboratorio donde se vio que la inhibición 
específica de los canales mitoKATP daba lugar a una inhibición del aumento de 
producción de O2
.-  y de la disminución del potencial de membrana mitocondrial 
inducidos por el tratamiento con AII de cultivos de neuronas dopaminérgicas, 
así como una disminución de la degeneración dopaminérgica en estos cultivos 
(Rodriguez-Pallares y col., 2012b). Por otra parte, varios autores han 
demostrado que la activación de los receptores AT2 estaba asociada a la 
producción de NO a nivel celular (Cheng y col., 2010; Gao y col., 2011). 
Recientemente, Iadecola y col. mostraron la coexpresión de los receptores AT2 
con la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) en neuronas del tracto solitario, 
además de corroborar que el aumento de NO en estas células era debido a la 
activación de los receptores AT2 mediante distintos criterios (Wang y col., 
2012). En nuestro estudio, también observamos esta relación entre AT2 
mitocondrial y el NO mediante respirometría, ya que el efecto producido por el 
AT2 sobre las mitocondrias aisladas no se producía en presencia de L-NAME, 
un inhibidor del enzima NOS. Según esto, el NO que se genera por la 




fisiológico como un regulador de la respiración,  ya que, a pesar de disminuir la 
respiración activa, produce una mayor eficiencia de respiración y no afecta al 
potencial de membrana ni a la producción de O2
.- mitocondriales. 
 5.4  ENVEJECIMIENTO Y VULNERABILIDAD 
DOPAMINÉRGICA: PAPEL DEL SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA  
5.4.1  ENVEJECIMIENTO Y SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA LOCAL 
El envejecimiento es el primer factor de riesgo para el desarrollo 
enfermedades degenerativas tales como la EP (Deng y col., 2006; McCormack 
y col., 2004), pero existen controversias sobre cuáles son los mecanismos 
directamente implicados. 
Nuestros resultados muestran que con el envejecimiento se produce una 
activación del complejo NADPH oxidasa, medido por la mayor expresión de la 
subunidad de membrana del mismo, p47phox, y una mayor expresión de 
citoquinas proinflamatorias, IL1-β y TNF-α, cambios asociados con un aumento 
de la expresión de los receptores AT1 y una disminución de los AT2. Estos 
resultados sugieren que con el envejecimiento se produce una activación del 
SRA, que contribuye al daño oxidativo y a la respuesta inflamatoria. Diversos 
datos en otros tipos celulares y tisulares apoyan esta teoría ya que encuentran 
una relación directa entre el SRA y los cambios producidos con la edad (Cassis 
y col., 2010; Min y col., 2009; Thompson y col., 2000). Además el tratamiento 
con candesartán, antagonista del receptor AT1, produce una reducción en los 
niveles de inflamación y estrés oxidativo en ratas envejecidas, lo cual confirma 




 Nuestros resultados concuerdan con datos obtenidos en otros tejidos, 
donde se ha visto que un aumento en la actividad del sistema SRA vía 
receptores AT1 está relacionado con el envejecimiento  (Basso y col., 2005; 
Mukai y col., 2002). Otros datos que van en la misma línea son los obtenidos 
con el ratón transgénico que carece de AT1a, que indican que la falta de este 
receptor aumenta la longevidad de los ratones a través de protección frente a 
estrés oxidativo, entre otros mecanismos, y además protege contra la 
arteriosclerosis relacionada con el envejecimiento (Benigni y col., 2009; 
Umemoto, 2008). 
Por otra parte, nuestros resultados sugieren que los cambios que se 
producen en el SRA durante el envejecimiento están directamente relacionados 
con una mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas.  Tras una 
lesión con 6-OHDA, observamos una mayor pérdida de las neuronas 
dopaminérgicas en las ratas envejecidas comparado con las ratas jóvenes,  y 
esta diferencia se reduce significativamente con el tratamiento de las ratas 
envejecidas con candesartán, lo cual indica que los receptores AT1 son los 
responsables de esta mayor vulnerabilidad.  Por otra parte, también 
observamos un aumento de la respuesta microglial a la neurotoxina 6-OHDA 
en ratas envejecidas,  y que el bloqueo de los receptores AT1 con candesartán 
produce el mismo efecto de disminución de esta respuesta microglial. 
El hecho de que los receptores AT1 estén involucrados en una mayor 
vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas de las ratas envejecidas 
concuerda con los datos de experimentos anteriores con modelos de EP en los 
que se observó que la AII aumenta la neuroinflamación y el estrés oxidativo 




dopaminérgicas a través de sus receptores AT1 (Joglar y col., 2009; Rey y col., 
2007; Rodríguez-Pallares y col., 2008;).    
Por el contrario, los receptores AT2 disminuyen su expresión con el 
envejecimiento. Es interesante resaltar la aparente falta de contrabalanceo que 
existe en las ratas envejecidas, a pesar del aumento de los receptores AT1, ya 
que se sabe que los AT2 actúan contrarrestando los efectos deletéreos de la 
estimulación de los receptores AT1, y que las interacciones entre los dos 
subtipos de receptores, podría determinar el efecto que causa la AII (Sohn y 
col., 2000). En las ratas envejecidas, la menor expresión de AT2 podría estar 
contribuyendo al aumento del estado pro-oxidativo y proinflamatorio, y al 
aumento de la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas. En esta línea el 
tratamiento con candesartán produce un aumento de la expresión de los 
receptores AT2 lo que corrobora esta hipótesis. En cuanto a la  NADPH 
oxidasa el tratamiento con candesartán no consigue la recuperación hasta los 
niveles de las ratas jóvenes, lo que indica que existen factores adicionales que 
están activando la NADPH oxidasa durante el envejecimiento.  
Los mecanismos responsables del aumento de la actividad del SRA en 
la SN de los animales envejecidos no están claros. Varios estudios han 
demostrado una disminución en la liberación de la dopamina con la edad que 
no puede ser corregida completamente por cambios funcionales 
compensatorios y que tiene como resultado una disminución progresiva en la 
actividad motora típica del envejecimiento (Gerhardt y col., 2002). En otros 
sistemas, como en células renales, existen estudios que relacionan los 
sistemas dopaminérgico y SRA, y sugieren que se regulan de forma contraria, y 




degenerativos e hipertensión (Gildea, 2009; Li y col., 2008, 2009). De acuerdo 
con esto, en los ganglios basales podría funcionar de la misma manera, de 
forma que la regulación al alta de los receptores AT1 que observamos en 
animales envejecidos podría estar formando parte de los cambios 
compensatorios para aumentar los niveles de dopamina. Además, deberían 
estar implicados otros mecanismos, porque el aumento de la actividad del SRA 
relacionada con el envejecimiento también ha sido descrito en otros tejidos no 
relacionados con la dopamina, como el sistema cardiaco (Heymes y col., 1998; 
Mukai y col., 2002; Touyz y col., 1999). 
5.4.2  ENVEJECIMIENTO Y SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 
MITOCONDRIAL 
Existen datos que corroboran que la disfunción mitocondrial juega un 
papel importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas 
asociadas al envejecimiento, incluida la EP (Jellinger, 2009; Mandemakers y 
col., 2007; Sas y col., 2007). En nuestros resultados anteriores, se muestra que 
con el envejecimiento se produce una activación del SRA en la SN, que 
contribuye al daño oxidativo y a la respuesta inflamatoria. Hemos demostrado 
que los cambios que se producen en el SRA durante el envejecimiento están 
directamente relacionados con una mayor vulnerabilidad de las neuronas 
dopaminérgicas. Con respecto a los receptores de angiotensina mitocondriales, 
nuestros resultados confirman la misma tendencia que se observa a nivel 
celular/ tisular, de forma que, los receptores AT1 se ven incrementados en las 
mitocondrias aisladas de animales envejecidos, mientras que, en el caso de los 




Estos datos sugieren que los receptores AT1 mitocondriales de las neuronas 
dopaminérgicas que degeneran durante el envejecimiento podrían ser los 
responsables de la mayor vulnerabilidad de estas células, puesto que el 
aumento de estos receptores produce un incremento del estrés oxidativo 
mitocondrial, según hemos comprobado por la medida del radical O2
.-, así como 
una disminución de la eficiencia respiratoria y caída del potencial de membrana 
mitocondrial, lo cual indica una disfunción mitocondrial de estas células (Li y 
col., 2014; Stowe y Camara, 2009; Zhang y Gutterman, 2007). De la misma 
forma, la caída de la expresión de los receptores AT2 mitocondriales con la 
edad podría estar contribuyendo a este cuadro de vulnerabilidad neuronal 
donde las mitocondrias tienen un papel fundamental, ya que, según nuestros 
resultados, los receptores AT2 mitocondriales activados producen una mayor 
eficiencia de respiración. Así, la disminución de los receptores AT2 
mitocondriales favorecería la pérdida de eficiencia respiratoria de las 
mitocondrias, sumándose al efecto del incremento de los receptores AT1 
mitocondriales que finalmente contribuirían a la disfunción mitocondrial.  
5.5  ESTRÓGENOS Y DEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA: 
PAPEL DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA LOCAL 
5.5.1  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA Y ESTRÓGENOS 
Existen diversos estudios epidemiológicos que indican una mayor 
incidencia de EP en mujeres postmenopáusicas comparado con mujeres 
premenopáusicas de edades similares (Currie y col., 2004; Ragonese y col., 
2006a y 2006b). Además, varios estudios experimentales sugieren que los E2 




col., 2002; Leranth y col., 2000), pero se desconoce si el SRA está implicado 
en esta neuroprotección.  
Nuestros resultados demuestran que la presencia de E2 reduce la 
actividad ECA en la SN de ratas ovariectomizadas (grupo OVX+E2) comparado 
con ratas ovariectomizadas sin tratamiento hormonal (grupo OVX).  Se utilizan 
estos grupos de estudio para observar el efecto directo de los E2 en el SRA 
cerebral, sin tener en cuenta el efecto de la edad, ni de otras hormonas 
esteroideas, que también se eliminan con la ovariectomía. Además, debido a 
que las ratas hembra normales tienen un ciclo de estro de 4 días, con periodos 
muy cortos de proestro, sólo 12 horas con altos niveles de E2, sería esperable 
que la mayoría de estos animales tuvieran bajos niveles de E2 cuando se 
sacrificaran y durante determinados tratamientos, por lo que no serían 
comparables con otros grupos de experimentales.  
Este resultado sugiere una relación directa de los E2 con la regulación 
del SRA, ya que, el enzima ECA es un importante componente de la cascada 
enzimática que da lugar a la generación de AII a partir de AI, con lo que los E2, 
en estos animales, disminuyen la producción de AII. Como hemos comentado 
anteriormente, son varios los datos que relacionan el enzima ECA con la 
patogénesis de la EP; Dos de los datos más relevantes son un aumento de la 
actividad de la ECA en fluido cerebroespinal de pacientes con EP, así como 
una asociación entre la enfermedad y polimorfismos genéticos del gen que 
codifica para la proteína ECA (Konings y col., 1994; Lin y col., 2002). Apoyando 
esta idea, varios estudios  han evaluado los efectos neuroprotectores de los 
inhibidores de ECA en modelos animales de EP; En concreto, se vio que el 




después de finalizar el último pinchazo de MPTP, y durante 7 días continuados, 
conseguía restaurar los niveles de dopamina hasta igualarlos con los controles 
(Jenkins y col., 1999).  Además, cuando se pretrataron los animales con 
perindopril previo a la lesión de MPTP, se reducía la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas en la SNc y la pérdida de dopamina en el ST (Kurosaki y col., 
2005).  En estudios previos en nuestro laboratorio, con modelos animales de la 
enfermedad, se observó que la administración de inhibidores de ECA, en 
concreto captopril, reduce la muerte las células dopaminérgicas inducida por 
neurotoxinas como 6-OHDA o MPTP (López-Real y col., 2005; Muñoz y col., 
2006).   
Además, la presencia de E2 también resultó en una alteración de la 
respuesta de las células a la AII, ya que modula la expresión de sus receptores. 
Nuestros resultados muestran una regulación a la baja de los receptores AT1 y 
mayor expresión de los receptores AT2 en la SN de ratas tratadas con E2  
comparado con las ratas sin tratamiento hormonal. La regulación a la baja de la 
expresión de AT1 mediada por E2 sugiere un papel neuroprotector de los E2 
frente a la pérdida de neuronas dopaminérgicas. Estudios recientes llevados a 
cabo en nuestro laboratorio, demostraron la implicación de la AII, vía receptor 
AT1, en la muerte de neuronas dopaminérgicas en la SN.  Tanto in vivo como 
in vitro, se observó que sólo el bloqueo de los receptores AT1 producían una 
reducción significativa en la pérdida de neuronas dopaminérgicas tras la lesión. 
Con estos experimentos no sólo se demostró una relación directa entre la AII y 
su receptor AT1 con la muerte neuronal, sino que también se observó que la 
activación de la NADPH oxidasa y las ROS derivadas de la misma tenían un 




oxidasa apocinina, produjo efectos similares a los de los antagonistas de AT1, 
revirtiendo el efecto de la AII sobre las lesiones tanto in vivo como in vitro. 
(Joglar y col., 2009; Rey y col., 2007). 
Generalmente, estos estudios de expresión de proteína son llevados a 
cabo paralelamente con ensayos de expresión génica. Hay que resaltar que la 
disminución en la expresión del receptor AT1 que se observa en el grupo de 
animales tratados con E2  no se corresponde con una bajada significativa en la 
expresión del ARN mensajero del mismo. Esto podría ser explicado si 
consideramos que los E2 regulan la expresión de AT1 a nivel 
postranscripcional como ha sido descrito por algunos autores. (Krishnamurthi y 
col., 1999; Wu Z. y col., 2003). 
El hecho de que los receptores AT2 respondan de forma contraria a los 
AT1 sugiere que estos receptores potencian el efecto neuroprotector de los E2, 
ya que está descrito que los receptores AT2 contrarrestan el efecto deletéreo 
de la activación de los AT1 (Sohn y col., 2000). De esta forma, una de las 
funciones principales de los receptores AT2 podría ser de protección frente a la 
sobreexpresión  de de los receptores AT1.  En determinadas condiciones 
patológicas, en las que se incluyen enfermedades neurodegenerativas como la 
enfermedad de Huntington o de Alzheimer, se ha encontrado un aumento en la 
expresión de los receptores AT2, lo cual favorece la teoría de una función 
reparadora del tejido dañado, o lo que se traduce en un papel neuroprotector 
en enfermedades neurodegenerativas (Steckelings y col., 2005).   
Otro dato relevante de este estudio se basa en la medida del efecto de 
los E2 sobre la actividad del complejo NADPH oxidasa, dando como resultado 




Este dato encaja con los anteriores ya que la AII, a través de su receptor AT1, 
se considera el mayor activador del complejo NADPH oxidasa, siendo este 
complejo la fuente de ROS intracelular más importante en la célula después de 
la mitocondria (Babior, 1999, 2004; Phillips y Kagiyama, 2002; Touyz y col., 
2002).  En estudios previos a esta tesis en nuestro laboratorio, se demostró la 
expresión de NADPH oxidasa en neuronas dopaminérgicas y células 
microgliales, y se observó que la AII no producía un aumento de la muerte de 
neuronas dopaminérgicas en ausencia de células microgliales (Joglar y col., 
2009, Rodríguez-Pallares y col., 2008).  Esto se puede explicar debido a que el 
complejo NADPH oxidasa en células no inflamatorias, como las neuronas, 
produce bajas tasas de ROS con una función principal de señalización, 
mientras que en células inflamatorias, como es el caso de la microglía, la 
activación de este complejo enzimático se traduce en altas concentraciones de 
ROS que son liberadas al medio extracelular como defensa (Babior, 1999, 
2004). A la vista de estas afirmaciones, resultan muy interesantes nuestros 
resultados que muestran que los E2  producen una disminución en la actividad 
NADPH oxidasa y una disminución de la expresión de la subunidad p47phox, 
puesto que varios estudios han localizado receptores de E2 en astrocitos y 
microglía, lo que sugiere que el efecto neuroprotector de los E2 sobre las 
neuronas dopaminérgicas podría estar basado, en parte, por la atenuación de 
la respuesta neuroinflamatoria de la glía (Lewis y col., 2008; Morale y col., 
2006). 
5.5.2  SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA Y DIFERENCIAS DE GÉNERO 
 Otra de las evidencias del papel neuroprotector que se atribuye a las 




degeneración dopaminérgica, datos obtenidos en modelos animales y  en 
estudios epidemiológicos de la EP. Los hombres tienen aproximadamente 2 
veces más riesgo de sufrir EP que las mujeres (Baldereschi y col., 2000; 
Mayeux y col., 1995). En nuestro estudio, comprobamos qué papel juega el 
SRA en la neuroprotección observada en la diferencia entre sexos. 
Nuestros resultados muestran una actividad mayor del SRA en machos 
comparado con hembras con altos niveles de E2, que podría contribuir a la 
vulnerabilidad de las células dopaminérgicas. Las ratas macho presentaron 
mayor actividad del enzima ECA, mayor expresión del receptor AT1 y menor 
expresión del AT2, así como mayor actividad del complejo NADPH oxidasa y 
mayor expresión de la subunidad p47phox. Estos resultados sugieren que el 
SRA podría estar implicado en el mayor riesgo de padecer EP que se observa 
en los hombres comparados con mujeres premenopáusicas.  
Apoyando esta hipótesis, en enfermedades cardiovasculares y renales 
se ha demostrado un papel importante del SRA en las diferencias que existen 
entre sexos de desarrollar este tipo de enfermedades. La actividad del SRA es 
mayor en el riñón o en tejidos cardiovasculares de  machos comparado con los 
mismos tejidos en hembras, incluso responden de forma distinta a la 
estimulación o inhibición de este sistema (Fischer y col., 2002; McGuire y col., 
2007; Sandberg, 2003). En esta línea, varios estudios han propuesto que los 
E2 tienen efectos beneficiosos en varios tejidos a través de la regulación a la 
baja del SRA (Dean y col., 2004; Nickening y col., 1998). Además del posible 
papel de los E2 en la diferencia entre sexos en la regulación del SRA, también 
existen evidencias de que los andrógenos, hormonas masculinas, puede actuar 




diferencia entre sexos (Fischer y col., 2002; Henriques y col., 2008; Ojeda y 
col., 2010). Se ha sugerido que la testosterona podría actuar sobre la ruta de 
señalización del SRA indirectamente a través de la activación de la Rho kinasa 
(Song y col., 2006). También existen teorías en las que se tiene en cuenta la 
diferencia cromosómica entre sexos, y debido a que el gen que codifica para el 
receptor AT2 se encuentra localizado en el cromosoma X, este receptor se 
encuentra en bajos niveles en machos comparado con hembras, o incluso 
ausente en riñón de macho adulto (Correa y col., 1995; Ozono y col., 1997). Sin 
embargo, posteriormente se demostró que los distintos niveles que se 
observaban en algunos componentes del SRA en el riñón entre machos y 
hembras no se debían a las diferencias en los cromosomas sexuales, sino que 
eran debidos a la influencia de los E2 (Liu y col., 2010).  
El papel neuroprotector de los E2 fue demostrado en nuestro laboratorio 
comparando la viabilidad neuronal en ausencia/presencia de E2 tras una lesión 
con 6-OHDA. Los resultados muestran una marcada pérdida de neuronas 
dopaminérgicas en las ratas ovariectomizadas lesionadas, y una reducción de 
esta pérdida de neuronas cuando estos animales son tratados con E2, lo cual 
concuerda con estudios previos en otros modelos animales y diferentes 
neurotoxinas (Callier y col., 2002; Leranth y col., 2000). Otro dato que apoya la 
hipótesis es que la magnitud de la lesión es similar en machos comparado con 
hembras ovariectomizadas, y ambas son significativamente mayores que la 
lesión producida en hembras con E2.  Además, el tratamiento de los animales 
con el antagonista del receptor AT1, candesartán, produjo una disminución de 
la muerte neuronal similar a la observada con el tratamiento de E2, lo cual 




resultado se confirmó mediante el uso de ratones que fueron lesionados con la 
neurotoxina MPTP. De la misma forma que en el modelo de rata, la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas tras la lesión con MPTP resultó similar en ratones 
control macho y hembras ovariectomizadas, y ambas superiores a la lesión en 
hembras tratadas con E2, confirmando el papel neuroprotector de los E2 en 
este modelo animal. Además, se utilizaron ratones transgénicos que carecen 
de receptores AT1a, en los que la lesión con MPTP es menor comparado con 
los ratones control lesionados, confirmando la importancia de los receptores 
AT1 en la degeneración neuronal.  
Con nuestros datos podemos afirmar que el SRA cerebral está implicado 
en esta neuroprotección mediada por E2, y aunque no conocemos el 
mecanismo exacto de interacción entre los E2 y SRA, existe una teoría que 
afirma que los E2 podrían estar inhibiendo los efectos de la AII a través de la 
inhibición de la producción de ROS por la NADPH oxidasa, además de que 
podrían actuar inhibiendo Rho Kinasa o en otros componentes de la ruta de 
señalización del SRA (Ito y col., 2006; Xue y col., 2008). Recientemente en 
nuestro laboratorio se demostró que la eliminación de los E2 producía un 
aumento de la actividad Rho Kinasa a través de la ruta del receptor AT1. 
Además, se demostró que tanto el bloqueo del receptor AT1 como el bloqueo 
de Rho Kinasa producían una neuroprotección similar a la del reemplazamiento 
de E2 en animales ovariectomizados tras una lesión con MPTP (Rodríguez-
Pérez y col., 2013). Varios estudios han demostrado una modulación de la 
respuesta neuroinflamatoria de la glía por parte de los E2 que podría estar 
implicado en los efectos neuroprotectores que ejercen estas hormonas (Morale 




5.5.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA Y TERAPIA DE 
REEMPLAZAMIENTO HORMONAL EN MODELOS DE MENOPAUSIA 
QUIRÚRGICA Y NATURAL 
Existen controversias entre algunos estudios experimentales y algunos 
estudios clínicos en los que la terapia estrogénica de mujeres 
postmenopáusicas no producía un efecto neuroprotector frente a enfermedades 
relacionadas con el envejecimiento, incluida la EP (Chlebowski y col., 2010; 
Clarkson y Mehaffey, 2009; Rossouw, 2002). Actualmente, no existe un 
consenso sobre los efectos que ejercen sobre la EP el tipo de menopausia 
(quirúrgica o natural) y el tratamiento de reemplazo hormonal con E2. En 
cuanto al tratamiento, hay dos factores muy importantes a tener en cuenta, el 
tiempo transcurrido desde la menopausia hasta el inicio de la terapia 
estrogénica y la edad de las mujeres al inicio del tratamiento. 
En nuestro estudio, comparamos el efecto de la terapia de E2 en la 
degeneración dopaminérgica, la actividad del SRA y el estado oxidativo e 
inflamatorio de modelos de ratas que se corresponden con los 5 principales 
posibilidades de menopausia clínica: menopausia quirúrgica no tratada (ratas 
jóvenes ovariectomizadas, OVX), menopausia quirúrgica inmediatamente 
tratada con E2 (OVX + E2), menopausia quirúrgica tratada con E2 después de 
un periodo de hipoestrogenicidad después de la ovariectomía (OVX + t + E2), 
menopausia natural sin tratar (AGED) y menopausia natural con tratamiento de 
E2 (AGED + E2).  
Nuestros resultados indican que la respuesta a la terapia de E2 es diferente 
en los dos tipos de menopausia, quirúrgica y natural. En jóvenes 




dopaminérgica inducida por la neurotoxina 6-OHDA pero no ocurre lo mismo en 
los modelos de menopausia natural.  
Hemos comprobado que la actividad del SRA en ratas con menopausia 
natural se encuentra exacerbada al igual que la de las ratas jóvenes 
ovariectomizadas, sin embargo existen diferencias en la expresión del ARN 
mensajero  del receptor AT1, que es mayor en las ratas menopáusicas viejas, 
pero, como se vio en estudios previos, los E2 podrían estar afectando 
únicamente a la expresión de los AT1 a niveles postranscripcionales, por lo que 
este aumento de niveles del ARN mensajero tiene que ser causado por otros 
factores relacionados con la edad diferentes a la bajada en los niveles de E2. 
Por otra parte, la expresión de la proteína AT1 es mayor en las ratas jóvenes 
ovariectomizadas, lo cual sugiere que el efecto de la ausencia E2 es más 
importante en estas ratas jóvenes ovariectomizadas. 
Además, hemos encontrado diferencias en la expresión del receptor AT2 en 
los grupos de ratas jóvenes ovariectomizadas y menopáusicas naturales,  ya 
que la falta de E2 produce una disminución de este receptor en las ratas 
jóvenes, como habíamos visto anteriormente,  mientras que sus niveles no 
cambian en las ratas menopáusicas con y sin tratamiento hormonal, lo cual 
indica que en este grupo de edad avanzada deben de estar actuando otros 
factores diferentes relacionados con el envejecimiento. La regulación de los 
receptores AT2 por parte de los E2 parece ser particularmente importante, ya 
que los receptores AT2 son muy abundantes en los tejidos durante el desarrollo 
y disminuye su expresión después del nacimiento, aunque se encuentran 
regulados al alza bajo determinadas condiciones patológicas para contrarrestar 




2009). Ciertos resultados sugieren que el envejecimiento disminuye la habilidad 
de la célula de responder a los E2 mediante el aumento de la expresión de los 
receptores AT2 (Armando y col., 2002; Suarez y col., 2004).   
El mecanismo por el cual las ratas jóvenes ovariectomizadas responden de 
distinta forma al tratamiento de E2 comparado con las ratas menopáusicas 
naturales se desconoce, pero lo cierto es que estas diferencias ya se han 
encontrado en otros tejidos, donde los E2 protegen contra enfermedades como 
es el caso de la arterioesclerosis, siempre y cuando la enfermedad no se 
encuentre ya establecida (Antonicelli y col., 2008; Clarkson, 2007; Clarkson y 
Mehaffey, 2009).   
Con respecto a los animales sujetos a un periodo de hipoestrogenicidad, 
encontramos que, en los animales jóvenes, el tratamiento de E2 es capaz de 
revertir los cambios inducidos durante ese periodo sin E2, sin embargo el 
incremento en la expresión de los receptores AT2 es menor comparado con los 
mismos animales que reciben el tratamiento hormonal de forma inmediata. Esto 
podría suponer que en periodos más largos de hipoestrogenicidad disminuyan 
o se pierdan los efectos neuroprotectores de los E2 de forma irreversible. Con 
respecto a este tema existe controversia, ya que, por una parte se ha visto que 
un periodo prolongado de hipoestrogenicidad elimina la capacidad del tejido de 
regular al alza los receptores de E2 que median las acciones anti-inflamatorias 
y neuroprotectoras de los E2, y por tanto eliminando sus efectos beneficiosos 
(Suzuki y col., 2007).  Sin embargo en otro estudio se observó que un periodo 
prolongado de privación de E2 puede aumentar la expresión de los receptores 




o incluso tóxica si se supera la concentración fisiológica de los receptores 
(Bake y Sohrabji, 2008; Selvamani y Sohrabji, 2010). 
Existen estudios que han descrito que en los ovarios de ratas 
menopáusicas, se producen determinados niveles de andrógenos que no se 
han encontrado en ratas jóvenes ovariectomizadas (Fogle y col., 2007; Korse y 
col., 2009). Por otra parte, se ha sugerido que la administración de andrógenos 
induce una activación del sistema SRA en determinados tejidos (Fischer y col., 
2002; Henriques y col., 2008; Ojeda y col., 2010), de esta forma podría ser que 
estos andrógenos estuvieran contrarrestando los efectos beneficiosos de los 
E2 en el SRA de la SN. Para investigar esta hipótesis y ver el posible efecto de 
los andrógenos,  ovariectomizamos ratas viejas con menopausia natural, y las 
comparamos con ratas viejas sin ovariectomizar, no encontrando diferencias en 
la expresión de los diferentes componentes del sistema SRA. 
Para descartar que la causa de las diferencias entre los animales jóvenes y 
viejos tratados con E2 fuera debida a las distintas concentraciones de E2 entre 
unos animales y otros, en nuestros experimentos, se cuantificó el nivel de E2 
en sangre, que resultó similar en las ratas jóvenes tratadas con E2 y las ratas 
viejas también tratadas. Además, los niveles de E2 en sangre coincidieron con 
otros ensayos llevados a cabo con implantes similares (Febo y col., 2002; 
Sandoval y Witt, 2011), y coherentes con los observados en ratas intactas en 
proestro (Nequin y col., 1979).  
A pesar de todos estos datos, las diferencias observadas entre hembras 
jóvenes y viejas tratadas E2, no pueden ser atribuidas únicamente a los E2, ya 
que, como se comentó anteriormente, el envejecimiento está asociado a un 




exagerada al daño y a las enfermedades degenerativas tanto en machos como 
en hembras. En las hembras envejecidas deben  existir otros factores que 
aumentan la actividad del SRA con el envejecimiento y cuyo efecto no se 
puede revertir únicamente con la terapia estrogénica.   
De todas formas, la manipulación del SRA, con o sin la terapia sustitutiva de 
E2, podría constituir una estrategia neuroprotectora eficaz en hembras 
deficientes de E2, tanto de forma natural como quirúrgica,  ya que se ha visto 
que el bloqueo del receptor AT1 con candesartán induce una reducción de la 
actividad SRA,  y neuroprotege en ambos tipos de menopausia. 
 
5.6  DOPAMINA Y DEGENERACIÓN DOPAMINÉRGICA: PAPEL 
DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA 
Se ha descrito una interacción importante entre los receptores de 
dopamina y los de AII, particularmente en relación con la regulación de la 
excreción renal de sodio y con las funciones cardiovasculares (Gildea y col., 
2009; Khan y col., 2008; Zeng y col., 2006).  En estas células periféricas existe 
una contrarregulación entre ambos sistemas (Padia y col., 2012) y los fallos en 
esta interacción contribuyen a la evolución de los procesos degenerativos y la 
hipertensión (Chugh y col., 2012, 2013; Li y col., 2008; Yang y col., 2012). En 
los ganglios basales coexisten estos dos sistemas por lo que la interacción 
entre ambos podría jugar un papel importante en la función nigroestriatal. 
En esta tesis estudiamos los efectos de la eliminación de dopamina en la 
expresión de los receptores de AII en el ST y SN de roedores. Nuestros 




eliminación de la dopamina, tanto si es de forma transitoria, mediante el uso del 
fármaco reserpina, como si lo hacemos de forma crónica tras la lesión con 6-
OHDA. Este efecto se revierte, disminuyendo los  niveles de estos receptores, 
a medida que se restauran los niveles de dopamina, ya sea por la recuperación 
en el tiempo después de la administración de reserpina, como por la 
administración de L-DOPA  en el caso de los animales lesionados con 6-
OHDA.  Este aumento de los receptores AT1 podría constituir un mecanismo 
compensatorio para intentar incrementar los niveles de dopamina ya que se ha 
descrito que la perfusión de AII induce la liberación de dopamina, la cual se 
bloquea con antagonistas de AT1 (Brown y col., 1996; Mendelsohn y col., 
1993).  
Nuestros resultados muestran que el aumento de los receptores AT1 va 
acompañado de un aumento en la actividad NADPH oxidasa, medido por la 
expresión de su subunidad p47phox, que no se produce en ausencia de AII o 
AT1 funcional, como en el caso de ratas transgénicas TGRs o ratones 
transgénicos que carecen de AT1a. Estos resultados sugieren que la 
regulación de la falta de dopamina mediante el aumento de la actividad del 
SRA induce un aumento paralelo del estrés oxidativo, que podría ser 
parcialmente compensado por un aumento en los niveles de los receptores 
AT2. Por otra parte, la administración de L-DOPA consigue frenar el aumento 
de la actividad del SRA lo que podría contrarrestar el estrés oxidativo derivado 
del metabolismo de la dopamina tras el tratamiento con L-DOPA, pudiendo 
explicar en parte la controversia en cuanto a los efectos de este tratamiento 




efectos protectores de los agonistas de dopamina frente a la degeneración 
dopaminérgica (Scheller y col., 2008).  
El aumento de la expresión de los receptores AT2 que observamos en 
nuestros experimentos, formaría parte de un mecanismo compensatorio en 
respuesta al aumento de estrés oxidativo, y no sería un efecto directo de la 
falta de dopamina, ya que al contrario de lo que ocurre con los receptores AT1 
(Gildea, 2009; Khan y col., 2008; Zeng y col., 2006), no se ha observado una 
interacción directa entre los receptores de dopamina y los receptores AT2. De 
hecho este mecanismo compensatorio ha sido descrito en riñón, (Chabrashvili 
y col., 2003) donde AT2 demuestra jugar un importante papel protector 
frenando los efectos oxidativos que la AII tiene vía AT1. Nuestros resultados 
van en línea con esta teoría, ya que vemos que los niveles de AT2 solo 
aumentan en situaciones en las que está aumentado el estrés oxidativo, 
independientemente de lo que ocurra con los niveles de AT1. De este modo, en 
las ratas TGRs, que carecen de AII, observamos una disminución del estrés 
oxidativo, y no observamos ningún cambio en la expresión de AT2, mientras 
que AT1 aumenta posiblemente como mecanismo compensatorio. En ausencia 
de AT1 funcional (ratones AT1a -/-) encontramos una disminución significativa 
de los receptores AT2 y de la NADPH oxidasa. Además, cuando producimos 
una estimulación sostenida con AII en cultivos primarios mesencefálicos, 
disminuyen los niveles de AT1 mientras que aumentan AT2 y p47phox. 
Apoyando este papel beneficioso de AT2, en nuestros resultados anteriores 
también hemos observado que el aumento de AT2 podría ser el responsable 
del  papel neuroprotector que ejercen los estrógenos. Por otra parte, la 




proinflamatorio y pro-oxidativo observado con el envejecimiento, donde los 
niveles de AT2 son bajos mientras que AT1 se incrementa repercutiendo, entre 
otras cosas, en una mayor vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas.  
Es importante resaltar que en los animales tratados con reserpina las 
neuronas dopaminérgicas y sus terminales están presentes, no siendo así en 
los animales lesionados con 6-OHDA, por lo que el aumento de expresión de 
los receptores y el aumento del estrés oxidativo debe ocurrir en células no 
dopaminérgicas, como los astrocitos y la microglía en los que se ha descrito la 
presencia de receptores de AII y dopamina (Faber y col., 2005; Miyazaki y col., 
2004). Además, estudios previos realizados en nuestro laboratorio demuestran 
que la activación del receptor AT1 produce un aumento de la neuroinflamación, 
del estrés oxidativo y de la muerte de células dopaminérgicas, procesos en los 
que la microglía juega un papel clave (Garrido-Gil y col., 2012; Joglar y col., 
2009; Rodríguez-Pallares y col., 2008; Villar-Cheda y col., 2012).  La relación 
entre la función dopaminérgica  y  el SRA en microglía se demostró mediante el 
uso de cultivos enriquecidos en células microgliales, donde el tratamiento con 
dopamina dio como resultado una disminución del AT1 microglial, mientras que 
el AT2 y la p47phox no se modificaron sugiriendo que factores adicionales 
también deben de estar activando el complejo NADPH oxidasa en microglía en 
cultivo. 
La presente tesis pone de manifiesto una contrarregulación entre el SRA 
y el sistema dopaminérgico a nivel nigroestriatal, donde la dopamina ejercería 
una función adicional a su papel como neurotransmisor, modulando la 
respuesta inflamatoria microglial y el estrés oxidativo vía SRA. Alteraciones en 




aumenta la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas. Esto podría estar 
ocurriendo en situaciones de riesgo como el envejecimiento o la falta de 
estrógenos, donde el desbalance entre los receptores de AII sería el 
responsable del aumento de la vulnerabilidad. De esta forma, varios estudios 
en modelos animales y en humanos, han descrito una marcada pérdida de 
dopamina y sus receptores D1 y D2 estriatales relacionada con el 
envejecimiento (Ishibashi y col., 2009; Rieckmann y col., 2011; Wang y col., 
1998), de forma que el aumento de la actividad del SRA relacionado con el 
envejecimiento podría ser parte de un mecanismo compensatorio relacionado 
con la disminución de los niveles de dopamina y de sus receptores (Villar-




5.7  RESUMEN 
En el sistema nigroestriatal, el estrés oxidativo y la neuroinflamación son 
procesos tempranos que dan lugar a la muerte de las células dopaminérgicas, 
y actúan de forma sinérgica con otros factores que finalmente terminan con la 
progresión de la EP. La AII intensifica la degeneración dopaminérgica mediante 
varios mecanismos que se representan en la figura 2. 
 
FIGURA 2: Modelo de la relación del SRA local  y la degeneración 
dopaminérgica  (Labandeira-Garcia y col., 2013) 
En primer lugar, la AII actúa sobre las neuronas a través de sus 
receptores AT1 y estimula la producción de niveles bajos de ROS intraneuronal 
activando la NADPH oxidasa, que a su vez actúan como mensajeros 
secundarios desencadenando rutas de señalización que dan lugar a la 
respuesta inflamatoria y a la migración de las células inflamatorias (microglía) a 




propios niveles de ROS que derivan del complejo NADPH oxidasa, la 
mitocondria, o de otras fuentes como neurotoxinas y microglía activada. En la 
mitocondria, el propio SRA mitocondrial, a través de AT1, podría actuar 
aumentando la producción de ROS mitocondrial, que a su vez también actuaría 
como moléculas de señalización aumentando la respuesta inflamatoria, y por 
tanto retroalimentando este estado donde prevalece la disfunción mitocondrial y 
daño oxidativo propio de las neuronas que degeneran en la EP. Los AT2 
mitocondriales, por el contrario, ejercerían efectos de compensación y 
preservación mitocondrial. 
En segundo lugar, la AII puede actuar sobre la microglía, en la que la 
activación de la NADPH oxidasa produce altas concentraciones de ROS que se 
liberan al medio extracelular, afectando a las neuronas. Además, las células 
microgliales también pueden producir bajos niveles de ROS que actúan como 
mensajeros en varias vías de señalización intracelular relacionadas con la 
respuesta inflamatoria incluyendo la liberación de citoquinas como TNF-α y la 
activación de Rho-quinasa microglial que juega un papel fundamental en 
cambios en el citoesqueleto microglial necesarios para la migración y la 
fagocitosis de estas células (Borrajo y col., 2014; Labandeira-Garcia y col., 
2013; Villar-Cheda y col., 2012).  
Se ha encontrado un aumento en la actividad SRA de la SN de animales 
con una mayor vulnerabilidad en la degeneración  de neuronas 
dopaminérgicas, como en el caso de envejecimiento tanto en machos, como en 
hembras menopáusicas o en el caso de la caída de los niveles de dopamina 




puede constituir un factor principal en el mayor riesgo de padecer EP que 
presentan estos grupos poblacionales. 
Por todo esto, la manipulación del SRA cerebral podría constituir una 
estrategia neuroprotectora eficaz en poblaciones de alto riesgo de padecer EP, 
o como un tratamiento coadyuvante para reducir la progresión de la 





































1. Hemos demostrado por primera vez la presencia del receptor de 
(pro)renina en neuronas y células microgliales de sustancia negra de 
mono y de cultivos primarios de mesencéfalo ventral de rata.  
2. Los receptores AT1 y AT2, así como el receptor de (pro)renina y el 
angiotensinógeno se encuentran presentes en neuronas 
dopaminérgicas y células gliales de la sustancia negra compacta de 
primates (mono y humano), observándose, no solo en la superficie, 
sino también intracelularmente. 
3. Se han localizado receptores AT1 y AT2 en mitocondrias de 
mesencéfalo ventral de rata, y concretamente en neuronas 
dopaminérgicas de sustancia negra y en  mitocondrias de la línea 
neuronal dopaminérgica MES23.5.           
4. La activación de los receptores AT1 del sistema renina-angiotensina 
mitocondrial produce una disminución de la eficiencia respiratoria y del 
potencial de membrana mitocondrial, así como un aumento de la 
producción de estrés oxidativo mitocondrial. Los receptores AT2 
mitocondriales son mucho más abundantes y tienen un papel 
modulador de la función mitocondrial a través de la producción de 
óxido nítrico. 
5. Durante el envejecimiento normal se produce una hiperactividad de la 




proinflamatorio y pro-oxidativo observado en la sustancia negra de 
rata. 
6. La activación de la via angiotensina/AT1 durante el envejecimiento 
está relacionada con la mayor vulnerabilidad de las neuronas 
dopaminérgicas a neurotoxinas, constituyendo un importante factor de 
riesgo en la enfermedad de Parkinson.  
7. En el envejecimiento normal se produce un desequilibrio de los 
receptores AT1/AT2 mitocondriales a favor de los AT1, contribuyendo 
a la disfunción mitocondrial y por tanto a la vulnerabilidad neuronal 
propia del envejecimiento y de la enfermedad de Parkinson. 
8. Los estrógenos inducen una regulación a la baja de la ratio AT1/AT2 y 
de la actividad NADPH oxidasa. 
9. Existe una disminución de la muerte neuronal inducida por la 
neurotoxina 6-OHDA en sustancia negra de hembras 
ovariectomizadas tratadas con estrógenos, que también se observa en 
los mismos animales tratados con candesartán, lo cual sugiere que el 
sistema renina-angiotensina está involucrado en los efectos 
neuroprotectores que ejercen los estrógenos sobre las neuronas 
dopaminérgicas. 
10.  El sistema renina-angiotensina juega un papel importante en el mayor 
riesgo de padecer enfermedad de Parkinson que presentan los 
machos comparado con hembras premenopáusicas de edades 




aumento de la actividad NADPH oxidasa, así como una mayor muerte 
neuronal frente a la 6-OHDA en comparación con hembras 
premenopáusicas de la misma edad. 
11.  En hembras menopáusicas, de edad avanzada, la terapia de 
estrógenos sólo contrarresta parcialmente la hiperactividad de la vía 
angiotensina/AT1 en la sustancia negra, dando lugar a una 
neuroprotección parcial, no significativa, en nuestras condiciones 
experimentales.  
12.  La manipulación directa del sistema renina-angiotensina con el 
antagonista del receptor AT1, candesartán, resulta en una disminución 
clara de la actividad de la angiotensina/AT1 y neuroprotege 
significativamente contra la pérdida neuronal inducida por 
neurotoxinas en ambos tipos de menopausias, quirúrgica o natural. 
13.  La falta de dopamina induce un incremento compensatorio en la 
actividad de la angiotensina/AT1 que, mediante la activación de la 
NADPH oxidasa, contribuye a la progresión de la muerte de las 
neuronas dopaminérgicas.  
14.  Los receptores AT2 parecen tener un papel protector frente al estrés 
oxidativo, ya que se produce un aumento de su expresión en 
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El sistema Renina-Angiotensina (SRA) ha sido considerado 
clásicamente como un sistema hormonal o circulante, aunque 
actualmente se sabe que muchos tejidos tienen un SRA local. Se ha 
demostrado la presencia de componentes de SRA en el sistema 
nigroestriatal dopaminérgico, implicado en el desarrollo de la 
enfermedad de Parkinson (EP). Además, la existencia de un SRA 
intracelular funcional, especialmente relacionado con la mitocondria, 
abre nuevas perspectivas para conocer su funcionamiento. Acorde 
con el papel fundamental que ejerce el SRA en la vulnerabilidad 
neuronal, se ha encontrado una mayor actividad de este sistema en la 
sustancia negra de modelos animales con mayor vulnerabilidad 
dopaminérgica, como menopausia o envejecimiento. La manipulación 
del SRA cerebral podría constituir una estrategia neuroprotectora 
eficaz contra la progresión de la EP. 
